هه يي 


مقك سك 


زرعت لأول مرة أجنة بعض نياتات العائلة الصليبية #»6)أهدام0 لإنتاج نياتات 
معملية (1904 ,1120518) ومنذ عام )197١(‏ نجحت زراعة نباتات الأوركيد فى 
المعمل بواسطة البذور والقمم النامية والأنسجة والخلايا والبروتوبلاست وامتوك 
وحبوب اللقاح والكالس. وحقق (1934 17/0116) نجاحا فى إكثار الطماطم والتبغ 
بزراعة عقل جذرية على بيئة غذائية. وأثبت (1957)عه|لنل! فصة وههءا5 أهمية 
الأكسينات والسيتوكينينات فى البيئة الغذائية فى تحديد اتجاه وطبيعة نمو الجن 
النباتى. وأنتج (21.)1958 أ ,لكة5]6 ثباتات من خلايا كالس الجزر. وأحدث 
(1962) (315) 51005 300 3/5156 تطورا عظيما فى تركيب البيئة الغذائية 
المسجلة ياسمهما. وتعتبر الآن بيئة (905) من أشهر البيئات المستخدمة فى إكثار 
نباتات ذات الفلقة الواحدة وات الفلقتين وعديد من الأصناف والأنواع النباتية 
التىكان يصعب إكثارها خضريا. ولذلك تعتبر تقنية زّراعة الأنسجة وسيئة للإكثار 
الخضرى يستخدم فيها أى جزء نباتى مفصول من ورقة أو ساق أو جذر أو زهرة» 
وقد يكون ذلك الجزء خلية أو نسيجا أو عضوا أو حبوب لقاح أو متوكا أو ييضة. 
وأثبتت زراعة الأنسجة نجاحا كيرا فومجالات البيحث العلمى والإنتاج التجارى 
لنباتات الخضر والفاكهة والزيئة والأشجار الخشبية والشجيرات. بينما لم يكن لها 
نفس التجاح فى إنتاح محاصيل الحقل» وقد يرجع ذلك إلى التغييرات الورائية 
غير المرغوية التى تحدث تلقائيا أثثاء نموها على البيئة الغذائية فى المعمل. وبفضل 
تطبيق تقنية زراعة الأنسجة تم التغلب على ظواهر كثيرة مثل عدم التوافق وموت 
الأجنة مبكرا والسكون ومواعيد الزراعة والظروف البيئية غير المناسية. ويدأت 
التجارب والأيحاث على زراعة الأنسجة النباتية فى مصر فى أوائل السبعينات 
من القرن العشرين. وفى أوائل الثمانينات أَنْشِئْ ”مشروع تطوير النظم الزراعية“ 
بمركز البحوث الزراعية- وزارة الزراعة» بهدف إنتاج تجارى للبطاطس والقراولة 


ب 


والموز خالية من الأمراض الفيروسية وتوفير العملة الأجنبية اللازمة لاستيراد التقاوى 
ستويا. ثم أضاف المشروع إلى اهتمامه كثيرا من نباتات الخضر والقاكهة والزينة ذات 
القيمة الاقتصادية. وتحققت نجاحات كثيرة فى مجالات الدراسات الفسيولوجية 
واستحداث الطفرات وإكثار النباتات ذات القيمة الاقتصادية. وانتشرت معامل 
زراعة الأنسجة فى الجامعات والمراكز البحثية والقطاع الخاص لمواكبة هذا النشاط 
والمشاركة فى تغطية الاحتياجات المحليية والتصديرية. وحرصت هيئة الطاقة 
الترية على أن تشارك بمجهودها فى هذا المجال» كأحد أنشطتها فى المجال 
السلمى للطاقة الذرية. فأنشأت شعبة التكنولوجيا الحيوية بالمركز القومى لبحوث 
وتكنولوجيا الإشعاع. وفى أوائل التسعينات: من القرن العشرين كان لتطبيق زراعة 
الأنسجة واستحداث الطقرات النباتية باستخدام الإشعاع نصيبا من هذا الاهتمام. 
وهذه المادة العلسية مقدمة لكل المهتمين بمجال زراعة الأنسجة لعلها تسهم فىتحقيق 
طموحاتهم العلمية ومشاريعهم التجارية؛ راجيا من الله أن يكون فى ذلك تحقيق 
لقول. رسول الله صلى الله عليه وسلم *إن لله عبادا اختصهم يقضاء خوائج الناس» 
حبيهم فىالخير وحبب الخير إليهم» إنهم الآمنون من عذاب الله يوم القيامة “ 


صدقت يارسول الله. 


المؤلف 
أ.د. محمود توفيق محمد شرياش 


شكر وتقدير 


يتقدم المؤلف بوافر الشكر والتقدير للدكتورة/ أمينة عبد الحميد على أستاذ 
مساعد الكيمياء الحيوية والبيولوجيا الجزيئية بقسم المنتجات الطبيعية. شعبة 
التكنولوجيا الحيوية: هيئة الطاقة الذرية: على إخلاصها وحسن تعاوتها فى 
إخراج هذا الكتاب. 


مع أطيب التمنيات لسيادتها بدوام التوفيق والرقى. 


المؤلف 
أ.د. محمود توفيق محمد شرباش 


الباب الأول 
إنشاء معمل زراعة الأنسحة النياتية 


التخطيط لإنشاء معمل زراعة الأنسجة 


عند التخطيط لإنشاء معمل زراعة الأنسجة يستلزم أن يؤخذ فى الاعتبار العناصر 
الآتية : 

-١‏ المساحة المخصصة للمعمل. 

؟- تحديد الهدف من إنشاء المعمل إن كان للبحث العلمى أو للإنتاج التجارى. 

- تحديد مجالات الإنتاج إن كانت شاملة لأنواع كثيرة من النياتات أو فتخصصة 
فى بعض النياتات دون غيرها. 

:- تحديد تتابع المعامل والحجرات طبقا لتخصصاتها وارتياطها فى تسلسل. 
خطوات حركة العمل المتوقعة. 

ه- تحديد متطليات المعمل من الأجهزة ومستلزمات التكغيل. 

5- طريقة توزيع وتثبيت مواقع الأجهزة ومستلزمات التشغيل داخل الحجرات 
وال معامل المخصصة لها. 

-٠‏ قحديد متطليات المعمل من المتخخصين والمشرقين والعمالة وغيرها. 


مكونات معمل زراعة الأنسجة 
(أ) مكونات إنشانية 


-١‏ حجرة التحكم فى التيار الكهريائى. 
المعملية (معمل الحقن) وحدة النمو. وحدة الكشف عن الأمراض. 


+- مجموعة حجرات خاصة بأجهزة التعقيم والحضانات والموازين والثلاجات 
والديب فريزر والفحص المجهرى (ميكروسكوب)» وجهاز قياس الأس الهيدروجينى 
؟عاع مط لام 

؛- مخرّن للأدوات بعد غسلها وتعقيمها وحمايتها من إعادة التلوث. ومخزن 
مستلزمات التشغيل مثل الأوانى الزجاجية والكيماويات والبيئات المختلفة. ومخزن 
للكحولات والمذييات والبيئات سايقة التجهيز. 

ه- حجرات خاصة للإداريين والتخصصين والفنيين المساعدين. 

(ب) ملحقات معمل زراعة الأنسجة 

(أ) أرض زراعية لزراعة الشتلات فى أصص أو أكياس بلاسستيك للوصول بهأ 
إلى الحجم المثاسب للتسويق. 

(ب) صوبة مزودة بأجهزة تحكم فى الإضاءة والحرارة والرطوبة. والرى والتهوية ؛ 
ومحمية من الحشرات والآفات. ومرقفق بها مخازن للأدوات والأوانى الزّراعية 
والأسمدة والمبيدات. وللصوبة أهمية كبيرة فى: 

-١‏ أقلمة النباتات بعد خروجها من معمل زراعة الأنسجة. 

؟- إكثار وتربية باتات الأم» وهى نباتات تعتير مصدرا امنا يفصل منها الأجزاء 
المطلوية للزراعة المعملية. 7 


مواصفات وحدات معمل زراعة الأنسجة 
-١‏ حجرة التحكم فى التيار الكهربائى 
هى حجرة تحتوى على اثنين من المولدات الكهريائية: أحدهما أساسى والثانى 


احتياطى » لضمان توفير تيار كهريائى مستمر بالقدر الكافى للإضاءة وتشغيل 
الأجهزة» مع توفير أجهزة إنذار عن الأعطال المقاجئة . 


4 


؟"- حجرةٌ الغسيل 200521 ع التاقة/؟ 

هى حجرة خاصة لاستقيال العينات النياتية القادمة من الصوية أو الحقل. 
ويقم فيها تهذيب العينات النباتية للوصول بها إلى الحجم المناسب للعينة؛ ثم 
غسلها وتنظيفها للتخلص من الأترية وجميع العوالق. وتتجمع فيها الأدوات المعملية 
والأوائى الزراعية المستعملة للتخلص من بقايا النباتات والآجار وتنظيفها. ويجب 
أن تقع هذه الحجرة فى مقدمة معمل زراعة الأنسجة ومتنعزّلة عنهة لشدة تلوثها. 
ويجب أن يتوفر فيها: 

-١‏ مصدر للمياه الباردة والساخنة وأحواض معدنية أو مطلية لا تتأثر بالمنظفات 
والكيماويات. 

؟-- غسالة أطباق لغسل الأوائى والأدوات الأخرى. ومجموعة من الأرفف الثابتة 
والمتحركة للتجفيف. 

©- فرن لتجفيف وتعقيم الزجاجات وأدوات التشريم المعدئية بالحزارة الجافة. 

4- جهاز للتعقيم البخارى تحت ضغط (أوتوكلاف). 

ه- أجهزة ثنائية التقطير مزؤودة يأجهزة لإزالة الأيونات ومتصلة يمصدر للمياه 
الياردة والساخنة. 

- بعض الدواليب لحفظ الكيماويات اللازمة لغسيل أواتى الزراعة والأدوات 

المختلفة. 


؟- وحدة تحضير البيئات الغذائية 
خلطنا 22201 معلام 116013 


هذا المعمل لإعداد وتحضير البيثات وتعقيمها وتخزينها مؤقتا لحين تفريغها فى 
أوانى الزراعة المعملية مثل الأطباق اليترى والدوارق. المخروطية والبر, طمانات, ويثبت 


قى وسط المعمل منضدة عمل ترص عليها أوانى الزراعة المعملية وجهاز توزيع البيئة 
الغذائية. ويستلزم لهذا المعمل وجود: 

-1١‏ جهاز ثنائىالتقطير مزود بجهاز مزيل للأيوتات وأوتوكلاف للتعقيم ومصدر 
للمياه الياردة والساخنئة. ودواليب لتخزين الأوانى الزجاجية والكيماويات اللازمة 
لتكوين البيئة الغذائية والأدوات المعملية. 

؟- يتشات جانبية يثبت عليها يعض الأجهزة مثل ميزان كهريائى حساسية 
٠.١‏ جرام للأوزان الكبيرة نسييا. وميزان آخر حساس (ملليجرام) للأوزان الدقيقة. 
وجهاز قياس تركيز أيون الهيدروجين :1]1-06:6م . ومقلب مغناطيسى. بمسطح ساخن 
وفرن ميكروويف لإسالة البيئة. 


>-- وحدة الزراعة المعملية (حجرة الحقن) 
11 11100111211011 

هى حجرة خاصة للزراعة المعملية. ويجب أن تكون معزولة عن مكونات المعمل. 
وتدميز بمستوى عال من النظاقة والتعقيم » وتحتوىق على كابيئة الحقن قا 
أعصاطق 31-110 ويجب أن يتوفر فيها الآتى : 

-١‏ أن تكون أرضيتها وجدرانها وما تحتويه من المناضد والأرفف قايلة للغسيل 
والتعقيم بالماء والمعقمات. 

أن تكون مزودة بجهاز تكييف يعمل ذاتيا إذا ارتفعت الحرارة عن المدى المطلوب. 

+- يثيت بالحجرة لمبات اشعة فوق بنقسجية (/1[(]) للتعقيم» ويثبت واحدة منها 
فى سقف الحجرة . 


الاحتياطات الواجية فى حجرة الحقن 

-1١‏ تعتبر أحذية وملايس الزائرين مصدرا هاما للتلوث»: لذلك يجب تغطيتها 
بغطاء معقم من اليلاستيك أو غمس نعلها فى محلول معقم قبل دخول المعمل وليس 
بلاط على أن تعقم أرضية الحجرة يوميا. 


١ 


؟- على العاملين با لمعمل غسل الأيدى والأجزاء المكشوفة من الأذرع يانتظام 
بالصايون ثم تعقيمها بكحول 47/. و يس تخدم العاملون بالمعمل أحذية وبلاطى- 
معقمة مقرها الدائم داخل حجرة الحقن. 

- عدم استخدام الكابينة للتخزين أو إدخال مواد ملوثة للمعمل» وعدم إدخال 
مستخدم الكابينة رأسه داخلها. 

:-- تغبير الأدوات المعملية المستعملة بانتظام ووضعها يعد استعمالها مياضرة 
فى كحول 45/. واستتبعاد الأوانى المحتوية على بيئات ملوثة بسرعة. وتجمع 
المخلفات فى أكياس بلاستيك» ويتخلص منها فورا وبانتظام. 


5 حجرة النمو (وحدة الزراعة) 
(1111 1116نت )) 100171 020171 

هى حجرة تنقل إليها الأجزاء التباتية بعد زراعتها فى بيئة غذائية منشطة للثمو 
وتكوين الأعضاء. وتحتوى هذه الوحدة على منضدة لقحص وتتبع نمو المزروعات. 
وقد يستلزم توفير أكثر من حجرة نمو خصوصا إذا تعددت اهتمامات المعمل وامتدت 
إلى أنواع نباتية أخرى مختلفة فى احتياجاتها الحرارية والضوثية. وحينئذ قد تقسم 
حجرة الثمو إلى وحدات صغيرة بواسطة عوازل محكمة مع وضع مسمى خاص لكل 
منها مثل: 

-1١‏ حجرة الاستبداء 70015 101018602 : وهى وحدة تنقل إليها الأجزاء 
النباتية عقب زراعتها مياشرة. وتحضن فى ظلام تام أو ضوء ضعيف ودرجة حرارة 
مناسبة حتى يكتمل تكوين الكالس. 

لا- حجرة النمو 50010 120105 : وينقل إليها الكالس بعد تكويئه ويحضن 
عند درجة حرارة وطول فترة ضوئية وشدة إضاءة مناسبة لتكشف الأعضاء النباتية 


وموها. 
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مستلزمات الإضاءة فى حجرة النمو 

-١‏ تستخدم لمبات فلورسنت كمصدر ضوئى تتناسب شدته وفقا لكثافة واحتياج 
المزروعات. ويتم التحكم فى شدة الإضاءة فى بعضى الأماكن داخل حجرة التنمية 
بإضعافها أو حجبها بالكامل وفقا لاحقياج النياتات . 

؟- تثيت لمبات الفلورس نت أفقيا تحت الأرفف (قوق النباتات) أو عموديا على 
جوانب الأرفف لانتظام توزيع الإضاءة بين التباتات وتجنب ارتفاع الحرارة فى 
الأماكن القريية من اللمبات. 

م- الترنسات الخاصة يلمبات الفلورسثت تعتير مصدرا لانيعاث الحرارة» لذلك 
يفضل تثييتها خارج حجرة النمو. 

4- توفير جهاز توقيت لضيط توالى عدد ساعات الإضاءة والظلام طيقا لحاجة 
النياتات, 

ه- توفير جهاز لقياس شدة الإضاءة :56]6 -حاا. وجهاز إنذار عن الأعطال 
المقاجئة فى التيار الكهربائى. 
تثبيت الحرارة فى حجرة النمو 

-١‏ يثبت جهاز تكييف مركزى للتحكم الكامل فى درجات الحرارة داخل جميع 
وحدات معمل زراعة الأنسجة. وضيطها عند /57-11”م. لذلك يفضل تركيب جهاز 
تكييف احتياطى داخل كل وحدة من وحدات المعمل للتشسغيل إذا حدث عطل 
مقاجئ لجهاز التكييف المركزى. 

؟- توفير جهاز إنذار للتنبيه عن الأعطال أو الخلل المفاجئ فى جهاز التكييف 
المركزى. 

- ضرورة التأكد من التيوية الجيدة بين الأرفف الحاملة للأوانى المزروعة حتى 
لا ترتفع الحرارة بينها. ويفمل استخدام أرفف معدتية مفتحة مع المحافظة على 
زيادة حركة الهواء داخل الحجرة وبين الأرفف. 


١ 


4- تثبيت جهاز أمان بكل حجرة يقوم يفضل الإضاءة إذا كانت هى السيب فى 
ارتقاع الحرارة. 
5- وحدة الكشف عن الأمراض 
هى وحدة خاصة للكشف عن الأمراض الفيروسية والبكتيرية والإصابات الحشرية 
والنيماتودا التى تصيب النياتات. ويجب أن تكون هذه الوحدة معرولة عن الحجرات 
السابقة. ويثيت فيها بنشات يوضع عليها أجهزة الكشف عن الفيروسات مثل جهاز 


154 أو جباز 12-508 و بينوكثر وميكروس كوب. كما يجب أن يتوفر فيها 
الأطباق البترى والأدوات المعملية والكيماؤيات اللارّمة للاختبارات الميكروييية. 
احتياجات معمل زراعة الأنسحجة النياتية 

-١‏ أجهرّة ومعدات 

- كابينة تيار هواء مستمر (كابينة للحقن) )عداطةء 312-110 عمصتصة.] 

- حضانات عادية 360:5نا26] وحضانات هزازة 0:5 ةطباعصا كمتكلهط5 

- حضانة يمسطح دائرى الاهتزاز «ماةطناعها معلقطد - مصمعوام 

- أجهزة تعقيم بالضغط البخارى 4.10108[3065 

- أفران تجفيف 00675 مختلفة الأججام للتجفيف والتعقيم. 

- فرن ميكروويف ©1/116109/87 لتسخين وإسالة البيئة الغذائية والاجار والعينات 
المحمدة. 

- جهاز تبريد عميق ١-(‏ ؟) مدعت معن( . 

- ثلاجات عادية لتخزين البيئات الغذائية والمواد الكيميائية مثل الهرموئات 
والفيتامينات. 

- جهاز ثنائى التقطير مزود بجهاز مزيل للأيونات ع116نازل-81 معماصمء2 


يول 


- جهاز طرد مركزى يطىء السرعة ععنل نامعن ممم من[ 

- بجهاز قياس. الأس الهيدروجينى «11-616م 

- حمامات مائية مختلفة الأحجام. 

- غسالة أطباق ذاتية التشغيل 2155535868 وغسالة ماصات مقاومة للأحماض 


تعطكة 7 عااعماط. 
- مقلب مغناطيسى عادى 515268 ن(اعمع1/12 ومقلب مغناطيسى بمسطح 
ساحن. 


- موازين عادية ذات حساسية ٠,١١‏ جرام و ذات حساسية ١,٠٠‏ ملليجرام. 
- موزع للعينات ذاتى التشغيل ه25ءم15 02116مانالم 

- خلاط للعينات الكبيرة :816506 

- ميكروسكوب أستريو 6مم12162056 -مع1ع51 


- جهاز توقيت 1117261" لضبط وقت التعقيم. 


مستلزمات تشغيل 

- مواد كيميائية داخلة فى تكوين البيئة الغذائية من أملاح معدنية ومنظمات 
النمو واأجار ومنظمات للتمو. 

- بيئات غذائية مختلفة جاهزة التركيب. 

- مواد معقمة مثل هيبوكلوريت الصوديوم وهييوكلوريت الكالسيوم وكحول 
إيثائول 35/. 

- خطوط لإمداد الغارٌ والماء والهواء المضغوط وخطوط لتفريغ الهواء ومصدر للبخار 
27 وخطوط كهرياء فى جميع المعامل وكابيتة الحقن. 

- نظام مرشح دكيق لإعادلاو ىع ؤلا؟ عتوم ]لز 

- حاويات معدنية للأطباق البترى والماصات تستخدم أثناء تعقيمها فى جهاز 
الضغط البخارى. 
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- أدوات زجاجية وبلاستيكية عيارية وغير عيارية مثل المخابير ودوارق 
مخروطية ودوارق ستيوارد »!125 360/ا5]6 وكئوس وماصات وسحاحات وأنابيب 
اختبار مختلفة الأحجام ويقضل أحيانا أناييب بغطاء قلاورظ م0)-ع50: وأطياق 
بترى 1565ل عط وزجاجات لين ويرطمانات مريبى وزجاجات حفظ ومجفقات 
وخزان للماء المقطر والماء الخانئى من الأيونات. 


مستلزمات الغسيل والنظافة 

- حوض غسيل مضاد للأحماض وتروللى لتقل المعدات . 

- أدوات نظافة مثل الفوط والفرش. ومواد تنظيف الأدوات الملوثة مثل حمض 
الكبريتيك والكروميك ومطهرات. 

- حوامل معلقة لتجفيف الأدوات المعملية مثل الدوارق والبرطمانات بعد 
غسلها. 

- سدادات قطن وورق ألومنيوم وأفلام بلاستيك وأغطية أتابيب معدنية لغلق 
الأنابيب. 

- ورق ألومنيوم |10 سسمتصسا4 وورق ترشيم 5أمدم 16زط وفيتا فيلم 5ئآلا 
أو ما يماثله للف وتغطية الصناديق والحوامل وغيرها. 

تستخدم فى المعامل التجارية لزراعة الأنسجة أدوات ومستلزمات خاصة بالتكائر 
مصنوعة من البلاستيك لاتخفاض سعرها وسهولة تداولها. ويؤخذ فى الاعتبار أن 
أناييب الاختبار حجمها أكبر ومسطح البيئة داخلها أصغر ولكن التهوية داخلها 
منخقضة وهذا يقلل من تعرض البيئة للجفاف والتلوث. بينما الأطباق اليتره 
لها حجم أصغر نسبيا ومسطح أكبر وتهوية أفضل مما يعرض البيئة بها لسرعة 
الجفاف والتلوث. لذلك يفضل إحكام غلق الأطباق البترى بشرائط من البارا فيلم أو 
ها يماثلها. والدوارق الكبيرة أفضل للنمو من الدوارق الصغيرة: حيث تزداد فيها 
كمية البيئة الغذائية المستخدمة فى وحدة المساحة مما يؤدى إلى انخفاض تجمع 
غارّات ثانى أكسيد الكربون والإيثلين حول الأجزاء النباتية المزروعة. 


١1ه‎ 


الباب الثانى 


التعقيم 5161111226101 

يجب المحافظة على نظاقة وتعقيم معمل زراعة الأنسجة وخاصة حجرة الحقن 
ومعمل التمو. لأن التلوث يعنى فساد المزروعات وضياع الوقت والمجهود وفقدًا 
للكيماويات. 
مصادر تلوت معمل زراعة الأنسجة 

-١‏ تلوث المواد الكيميائية الداخلة فى تركيب البيئة والأدوات المس تخدمة فى 
تداولها» لذلك يجب تخصيص أدوات محددة لكل مادة كيميائية لمئع انتقال التلوث 
من مادة كيميائية إنى أخرى. 

و عدم نظاقة وتعقيم الأدوات امنستعملة وعدم نظافة وتعقيم الأرضيات وعدم 
إزالة اللخلقات بسرعة من المعمل وعدم اهتمام العاملين بالنظافة الشخصية. ”' 

#-- النوافذ والأبواب غير محكمة الغلق التى قسمح بدخول الأترية إلى المعمل هى 
من المصادر الهامة للتلوث. 

ويجب أن يتوفر فى المعمل دقة التصميم الهندسى نع نقاذ الأترية إلى داخله. 


-١‏ تعقيم حجرة الحقن 
1001 1210111211011 01 511112211011 


١‏ - تنظف منضدة الكابيتة بالكحول 2/85 ولا يستخدم كحول / حتى 
لاتترك قطرات من الماء يعد تطاير الكحول وتصبح مصدرا للتلوث. ثم تجفف الكابينة 
بقطعة من القماش الجيد الذى لا يترك أية بقايا. 
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؟- يفضل تشغيل الكابينة لمدة ١6‏ دقيقة قبل بدء العمل للتأكد فن سلامتها. 

«-- تترك أحيانا ميات الأضعة فوق البنفسجية (لانا) مضاءة طوال الليل لتعقيم 
حجرة الحقن ومحتوياتها قبل استخدامها فى اليوم التالى» وقد يفضل إضاءتها قبل 
بدء العمل بفترة لا تقل ولا تزيد عن ٠٠١‏ دقيقة مع التأكد من غلق الأبواب يإحكام. 
ويجب عدم النظر إليها أثناء تشغيلها لحماية العين من الأضرار. 
كابينة تيار الهواء المعقم 1000 11017 تلط 1لطة[ 

يتم فى هذه الكابينة فصل الأجزاء النباتية وزراعتها فى أوعية الزراعة المعملية. 
ويجب أن يتوفر فيما التعقيم التام أثناء إجراء الزراعة. وتتميز هذه الكابينة بقدرتها 
على تذقية وتعقيم الهواء المار بداخلها. حيث يمر الهواء الجوى بضغط ثابت خلال 
مرشحات أقل من ميكرون نع مرور ذرات التراب وما تحمله من كائنات دقيقة» 
ثم يمر الهواء داخل الكابيئة بعد أن يصبح على درجة عالية من النقاوة والتعقيم. 
ويجب تقغيير الفلتر باخر جديد سنويا. ويثنيت فى سقف الكابينة لمبات فلوروسنت 
كمصدر للإضاءة. ويتوفر فى الكابيتة مصدر غاز يستخدم كلهب لتعقيم الأدوات 
المستخدمة فى الزراعة والحقن أو يستخدم بدلا منه مصباح كحوك. 

؟- نظافة وتعقيم الأدوات اللعملية 

١-نظافة‏ الأدوات الزجاجية 

تنٍظف الأوعية الزجاجية والأدوات المعملية فى حجرة الغسيل. وتنظف 
الزجاجيات الجديد منها الذى لم يسيق استعماله فى إناء يحتوى على خليط من 
حمض الكروميك وحمض الكبريتيك أو منظف صناعى. ثم تغسل تحت تيار ماء 
جار لفترة لا تقل عن ه دقائق يعقبها غسيل يماء مقطر معقم مرتين متتاليتين؛ ثم 
تحفظ جميعها بعيدا عن الأتربة. ويعاد غس لها مرتين بالماء المقطر قبل استخدامها 
إذا خزنت لفترة طويلة. فإذا تلوثت الأرضية يمخلوط الحامضين المأكورين أو 


ين 


كليهما فتنظف باستخدام مصدر مائى ذى ضغط عال. لذلك يجب أن تكون أرضية 
العمل مقاومة للأحماض. ويجب استعمال ققازات وبلاط مقاومة للأحماض. وتنظف 
الزجاجيات المس تعملة بسرعة قبل جفاف الآجار والتصاقه بجدار الوعاء. ويبدأ 
تنظيف الأنابيب بإزالة السدادات ثم توضع فى ماء ساخن. ويستخدم ملقاط 
وفرشاة مناسبة للتخلص من الآجار وبقايا النباتات الموجودة فى الأنابيب. ويفضل 
استخدام غسالة أطياق لغسل الأوانى الزجاجية» ثم تشطف بماء مقطر خالٍ من 
الأيونات» ثم تجفف جيدا فى فرن تجفيق بعد التأكد من نظافتهاء ثم تخزن 
بسرعة يقدر الإمكان لتقليل قرصة تلوثها. 


" - تعقيم الأدوات المعملية 

الأدوات المعملية تشمل جميع الأوانى الزجاجية والبلاستيكية الممستخدمة فى 
الزراعة والأدوات الأخرى مثل السكاكين والمشارط والملاقط والمقصات وغيرها. ويتم 
التعقيم بأشعة جاما أو بالضغط البخارى باستخدام الأوتوكلاف أو بالحرارة الجافة. 
ولا تستخدم الأوعية البلاستيكية منخفضة الجودة إلا مرة واحدة لأنها لا تتحمل 
ويستخدم الإشعاع ينجاح فى تعقيم الأدوات المعدئية والأوانى الزجاجية والبلاستيكية 
بصرفه النظر عن جودتها. ويفضل اس تخدام الأوتوكلاف أو أفران الحرارة الجافة 
فى تعقيم الأواتى الزجاجية. والأوانى البلاس تيكية التى تتحمل حرارة التعقيم عادة 
مرتفعة الثمن وتعقم مثل الزجاجيات ولها بعض المشاكل مثل انبعاث الإيثلين منها. 
وهو مركب ضار للبيئة وسام للنياتات. وتعقم الأدوات الزجاجية بالحرارة الجافة فى 
فرن حرارته ١16*م‏ لمدة ساعة واحدة» على أن تكون من الزجاج المقاوم للحرارة مثل 
عرع عباط أو بوروسليكات عأوع ا 05ر80 وهى مرتقعة الثمن. والأنواع الرخيصة مفها » 
تتحمل الحرارة المرتقعة. وينفرد منها كاتيونات سامة مثل الصوديوم والرصاص والزئيق 
إلى البيئة الغذائية. ويس تخدم الزجاج البيركس يصفة خاصة لزراعة البروتويلاست 
والخلايا الفردية والأنسجة المرستيمية. ويجب الأحذ فى الاعتبار ما يلى: 
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-١‏ تغلف الأدوات المعملية مثل الس كاكين والمشارط والملاقط والمقصات وغيرها 
بورق ألومنيوم قبل تعقيمها فى الأوتوكلاف» وتظل مغلفة بعد تعقيمها للحفاظ عليها 
معقمة حتى وقت استعمالها. وتوضع الماصات والحقن داخل علب خاصة بها ثم 
تغلف كل علبة بورق ألومنيوم للمحافظة عليها بعد التعقيم. 

؟- عند الزراعة المعملية يغمس طرف الآلة المستخدمة فى كحولء ثم تعرض إلى 
لهب من مصباح بئز ثم يوضع فى ماء معقم ليبرد. ويجب عدم وضبعة أية أداة فى 
كحول بعد تعرضها مباشرة تصدر حرارى حتى لا يحدث اتفجار أو التهاب للكحول 
و قد يؤذى القائم بالزراعة المعملية. 

- يجب عدم ملامسة الأدوات المعملية سطح البيئة الغذائية عند نقل وزراعة 
الجن أو النسيج النباتى. 

:- يفضل استخدام ماصات 5عناءم21 أو سرنجات 13865:لا5 معقمة لضمان عدم 
المستخدمة. ١‏ 

ه- يجب تغطية الشعر تماما ووضع كمامة فوق الأنف والفم. وتطهير الأيدى 
وأى جزء آخر مكشوف من الذراع بالكحول حتى لا يكون مصدرا لتلوث البيثات 
الغذائية والأجزاء النباتية. 


؟'- تعقيم البيئة الغذائية 
11211101131 01 51611117211011 


يجب التأكد من نقاوة وتعقيم المركيات الداخلة فى تكوين البيئة ومئع تلوثها. 
ويفضل تحضيرها قبل الاستعمال مياشرةء ويجب ألا تزيد فترة تخزيتها عن ١5‏ يوما. 


-١‏ التعقيم بالأوتوكلاف 


ضغط يتميز بسرعة وسهولة التشغيل. ويختلف الأوتوكلاف فى شكله وحجمه فمنه 
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الأققى الذى يتم تحميله من الأمامء والرأسى الذى يتم تحميله من أعلى. والنوع 
الأفقى أسهل استعمالا وأعلى سعرا. وتصل حرارة التعقيم -1١1٠‏ 8ه17*م. لذلك 
فالأوتوكلاف قادر على تحطيم جميع الكائنات الدقيقة والفيروسات. وتعتمد كفاءة 
التعقيم على مدة التشغيل والضغط البخارى المستعمل ودرجة الحرارة وحجم المواد 
المطلوب تعقيمها. ويحتاج تعقيم الأحجام الكبيرة من البيئة الغذائية الموجودة فى 
عبوة واحدة إلى فترة زمئية أطول لضمان تجانس توزيع حرارة التعقيم (جدول )١‏ 
كلك تحتاج +ى فترة أطول يعد تعقيمها لكى تفقد حرارتها المرتفعة. وقد يؤدى 
إطالة فترة التعقيم أو فترة ما بعد التعقيم إلى تلف البيئة أو احتراق بعض مكوناتها 
مثل السكر. لذلك يفضل توزيع البيئة على أنابيب أو دوارق بمعدل ١؟- 1٠٠١‏ 
مللى لكل منها لضمان اكتمال وتجانس التعقيم وحماية مكوناتها من التغيير. ويتم 
التعقيم يعد ه١-‏ ١؟‏ دقيقة عند 1؟1*م وضغط بخارى واحد كيلوجرام/ سم". وتغلق 
أنابيب الاختيار أو الدوارق الزجاجية المحتوية على بيئة غذائية قبل وضعها فى 
الأوتوكلاف بسدادة من القطن محاطة يطبقة من الشاش للمحافظة على تعقيمها 
بعد التعقيم. وقد تستخدم أغطية مخصصة للأنابيب والدوارق الزجاجية على أن 
تكون غير محكمة الغلق لتساعد على تمدد الهواء داخلها. ومئع انفجارها داخل 
الأوتوكلاف. وقد تستخدم أغطية تحتوى على نتوءات داخلية تلامس السطح 
الخارجى للأنبوبة الزجاجية وتسممح بتيادل الغازات. ويس تخدم أيضا قطع مريعة 
مناسية من ورق الألومنيؤم سمك ٠,50‏ ملليمتر» حيث توضع قطعة ورق الألومنيوم 
فوق فوهة الأنبوبة أو الدورق ثم تطوى أطرافها برفق حول محيط العنق» ويؤدى 
إحكام غلق الأوعية إلى عزل محتواها عن المحيط الخارجى وخلق ظروف لا هوائية 
داخلها. ويتميز غطاء الألومنيوم يإمكان رفعه وإعادة تعقيمه واستعماله لإضافة مادة 
كيميائية أو جزء نباتى. ويمكن استخدام غشاء من البوليثين عمعطالااهم بعد تعقيمه 
فى /07٠١‏ كحول إيثايل يدلا من ورق الألمونهوم. 

ويتوفر فى الأسواق أجهزة لتحضير وتعقيم كميات ما بين ه,١-‏ 15 لترا. ويتم 
تعقيمها تحت ضغط بخارى. ويتم خلط البيئة مع التقليب أثناء التعقيم لضمان 


؟" 


الخلط الجيد وإذابة جميع مكوناتها وسرعة التسخين وتجاتس الحرارة فى البيثة. 
وبعد التعقيم تبرد البيئة ببسرعة تحت تيار ماء جار. ثم تضاف المكونات التى 
تتحمل الحسرارة أولا مع التقليب. بعدها تصبح البيئة معقمة صالحة للتوزيع فى 
أوانىالزراعة. 


جدول )١(‏ مدة التعقيم بالأتوكلاف عند درجة حرارة ١17”م‏ 


سلبيات التعقيم بالأوتوكللاق 

(أ) حدوث تحذل مائى للس كروز إلى فركتوز وجلوكوز وسكريات وأحماض 
سكرية. وارتفاع حرارة التعقيم أكثر من اللازم قد يؤدى إلى كرملة السكر. 

(ب) حدوث تغيير فى رقم حموضة البيئة الغذائية (11م) بمقدار "ارعحورء 
وحدة» مما يسبب انقصالا لبعض مكوناتها وحدوث بعض التفاعلات الجانبية بينها 
واتخفاض فاعليتها. 

(ج) حدوث تحطيم لبعض المركبات الداخلة فى تكوين البيئة مشل 
الكولشيسين والزياتين 5زاة26 والجبريلين وفيتامين ((/8) وامعدلط!” وعصنللطمضلاط 
وفيتامين 8 (عامعطامضصوط) و0 متدرهلالا والمضادات الحيوية والإيثريل اععطاظ 
والإيثلين عدعالاطاظ . 


دلق 


' - التعقيم بالمرشجحات 1115241021 نط 56211122110 


يستخدم للتعقيم مرشحات خاصة مثل 5مع)111 *241 عروم!!411! ذات مسامية ؟؟ر» 
ميكروميتر للتخلص من جميع الجسيمات العالقة والكائنات الدقيقةء حيث تمرر 
المحاليل والبيئات السائلة وغيرها خلال أغشية الفلتر. 

وتستخدم هذه الطريقة بدلا من التعقيم بالضغط البخارى (الأوتوكلاف). والتعقيم 
بالترشيح يؤدى إلى احتفاظ البيئة بمكوناتها الغذائية بدون تغيير ويؤخذ عليه 
ادمصاص يعض المركبات على سطح الفلترء» ولذلك يفضل استيعاد الكمية الأولى من 
الراشم لاحتمال عدم مطابقته للمواصفات المطلوبة» كما أن بعض الفيروسات قد 
تكون صغيرة ولها القدرة على المرور خلال الفلتر. 


تعقيم الأجزاء النباتية كاصهامءء 01 00غ1ادج ع5 
الأجزاء الئياتية المفصولة من نياتات نامية قى الحقل عادة تكون ملوئة بأنواع 
مختلفة من الكائنات الدقيقة. ويعتير الهواء والأتربةٌ ومياه الرى والآقات وغيرها 
أهم مضادر للتلوث. وزراعة الأجزاء النباتية الملوئة يؤثر تأثيرا سيئا على نمو وتطور 
النموات. لذلك فتعقيم الأجزاء النياتية القادمة من الحقل شرط أساسى. 


خطوات التعقيم 

-١‏ يغسل الجزء النباتى تحت تيار مستمر من ماء الصنبور لمدة -١‏ ؟ ساعة 
لتنظيف سطحه الخارجى جيدا والتخلص من الأترية العالقة عليه وتخفيض الحمل 
ا ميكروبى. 

؟1- يعمس الجزء الثباتى فى محلول التعقيم للقضاء على ما تيقى من الأحياء 
العالقة على سطحه. واختيار المادة الكيميائية المعقمة والفترة الزمنية المناسية للتعقيم 
يعتمد على حساسية الجزء النياتى المراد تعقيمه. ويؤدى التعقيم الشديد إلى التخلص 
من الكائنات الدقيقة المنتشرة على السطح الخارجى. وقد يؤدى أيضا إلى تدمير يعض 


نف 


الأنسجة الخارجية للجزء التباتى. لذلك يجب اختيار مادة التعقيم والفترة المناسبة 

- يغسل الجزء الثباتى يالماء المقطر المعقم عدة مرات للتخلص من الآثار المتبقية 
من مادة التعقيم. مع الاهتمام بإزالة جميع الأنسجة المتضررة والتالفة من تأثير 
مادة التعقيم. 

4- يقطع الجزء النباتى إلى أحجام مناسبة للزراعة المعملية تحت ظروف معقمة» 
ويستخدم فى ذلك أدوات معقمة جيدا. ثم تزرع الأجزاء النباتية تحث ظروف تعقيم 
فى أوانى الرّراعة مثل أنابيب الاختبار ودوارق مخروطية وأطباق بترى تحتوى على 
بيئة غذائية. ويراعى أن تكون الأوانى والبيئة الغذائية معقمة جيدا. 


تعقيم الأحراء النباتية بالكيماويات م000 ث1 أتاء )د أدء تسعط0 

تعقم الأجزاء النباتية سطحيا باستخدام مركيات مشل هيبوكلوريت الصوديوم 
(82010) وهيبوكلوريت الكالسيوم وماء البرومين وفوق أكسيد الإيدروجين ونترات 
الفضة وكلوريد الزئيق وكحول الإيثايل وأكسيد الإيثلين. ويفضل إضافة /٠,05‏ من 
مادة ناشرة مثل 1262-20 :72126101 زأممع16 إلى محلول ل التعقيم لتسهيل انتشاره 
على الأسطم الخارجية للأجزاء النباتية وزيادة كفاءته فى قتل الكائنات الدقيقة. 
ويس تخدم هييوكلوريت الصوديوم بتركيز١/‏ ينجاح فى التعقيم لائخقاة ض أضرارد 
الجانيية. حيث يتحلل هيبوكلوريت الصوديوم إلى كلورين ذات الأثر الفعال فى 
التعقيمء ويتفاعل الصوديوم مع ا ماء ليكون هيدروكسيد الصوديوم» وهو مركب سهل 
التخلص منه يالماء. ويحتاج التعقيم من ه إلى ١‏ دقيقة فى محلول /١‏ هيبوكلوريت 
الصوديوم. وإطالة فترة التعقيم قد يكون لها تأثير ضار على الجزء النباتى. وقد 
يستلزم تغطية الأسطح المجروحة على الجزء النباتى باليرافين لمنع نقاذ محلول 
التعقيم إلى الأنسجة الداخلية ومنع خروج السائل الخلوى. ويستخدم البرومين 
بتركيز //١‏ لتعقيم البذور قبل زراعتها مباشرة. ويسبب البرومين بعض الأضرار 
للجنين إذا كان غلاف البذرة رقيقا. ويس تخدم فوق أكسيد الإيدروجين (,11,0) 


وفنا 


فى التعقيم. وهو سهل التحلل إلى أكسيجين وماء» وهى شقوق غير ضارة وتتبخر 
يسهولة. ويسيب هذا المركب بعض الأضرار حيث يققد النسيج النياتى بعضا من 
رطويته أو يؤدى إلى جفافه. ومحلول كلوريد الزئيق المخفف يعقم الأنسجة النباتية 
ينجاح» خصوصا الأجزاء النباتية المغطاة بطبقة كيوتين أو ذات أسطم غير مستوية. 
ويؤخذ عليه صعوية إزالة اثاره المتبقية على الجزء النباتى بالماء. ويمكن إزالته 
يكحول إيثايل أو مسحوق غسيل أو خليط بينهما. لذلك يجب تحديد فترة التعقيم 
وتركيز مادة التعقيم المستخدمة لكل نوع نباتى (جدولا ؟» "). 


جدول (5) الفثرة الزمنية (الدقيقة) والتركيز المناسب 
من مادة هيبوكلوريت الصوديوم 


جدول (”) بعض المواد المستخدمة فى تعقيم 3 يم الأجزاء النباتية 


مادة التعة ١‏ التاد 
0 


هيبوكلوريت 


ه التدرج من صعب الإزالة (+) إلى سهل الإزالة جدا (صببببم), 


دع 5٠١‏ 1 حجم/حجم من المحلول التجارى. 
مواصفات مواد التعقيم 

يجب أن تتوفر فى مواد التعقيم سهولة التخلص من آثارها بالشسطف فى الماء. 
لها تأثير ضار على النموات الجديدة. ويجب أن تتحلل بسهولة إلى مكونات أقل 


سمية من المادة الأصلية وسهولة التخلص منها بالاء. وأثناء تعقيم الأجزاء النباتية 


هه" 


قد يظهر عليها لون بنىنتيجة تكوين صيغة الميلانين. ويمكن منع هذه العملية بعمس 
الأجزاء الثباتية فى محلول حمض أسكورييك تركيز ٠٠١‏ ملليجرام/ لترء ثم غمسها 
فى حمض الستريك تركيز 1٠١‏ ملليجرام/ لتر. 
التلوت الذاتى للأجزاء النباتية 

يظير أحيانا نموات للكائنات الدقيقة فى بعض الأوائى المحتوية على مرّروعات. 
وقد يرجع ذلك إلى رداءة التعقيم. وقد يكون مصدر التلوث هى الأنسجة الداخلية 
للجزء النياتى نفس ه التى يصعب على مواد التعقيم الوصول إليها. وتظهر النموات 
الميكروبية إذا تلامست الأسطم المجروحة على الجز النباتى للبيئة الغذائية. 
وتظهر الثموات المصابة ضعيفة وشاحبة وتموت» و يجب التخلص من هذه الأوانى 
فورا. وتساعد البيئة الغذائية الغنية على زيادة انتشار الإصابة الميكروبية. وقد 
تحدث طقرات ميكروبية قادرة على النمو على البيئة الفقيرة. وقد تكون القمة التامية 
للساق مصدرا للتلوث لضعوبة تخلل مواد التعقيم بين الأوراق المتجمعة والملاصقة لها. 
لذلك تعقم القمة النامية على مراحل متتالية تبدأ بغسلها جيدا بأئاء ثم تعقم ظاهرياء 
شم تزال يعض الأوراق وتعقم مرة ثانية. ويكرر التعقيم بعد كل إزالة ليعض الأوراق. 
ويفضل أحيانا إجراء اختبار لتقدير كفاءة التعقيم. حيث تحضر بيئة يضاف إليها 
-- 1/7 تريبتون 151056 أو بيبتون عماررزء2. ثم تزرع عليها أجرّاء من الطرف 
القمى لأحد الأفرع بعد قطعها طوليا ويكون السطح المجروح ملامسا للبيئة. وبعد 
أيام قليلة تظهر بوضوح نموات للكائنات الدقيقة إن وجدت. ونتائج هذه الطريقة 
غير مشجعة دائما حيث لا توجد بيئة غذائية قياسية يمكن استخدامها كدليل جيد 
لكل أنواع اليكتيريا التىتنمو داخل الأنسجة النباتية. ويساعد على ظهور التلوث 
الذاتى مايلى: 

؟-عدم غسل وتعقيم الأيدى. وعدم استخدام أقنعة للفم والأنف وأغطية للشعر 


خا 


الزائرين داخل حجرة الحقن. والتعقيم الردىء لكايينة الحقن. وعدم تغطية الأحذية 
بغطاء بلاستيك أو غمس نعل الحذاء فى محلول معقم عند دخوك حجرة الحقن. لذلك 
يجب التأكد من سلامة وتعقيم حجرة الزراعة وكابينة الحقن بدفع هواء معقم داخل 
الكابينة والتشعيع بأشعة (/11]) أثناء الليل وتجديد الفلاتر الأمامية للكابينة ستويا. 

؟- عدم تعقيم منضدة العمل يكح ول إيثانول 45/. وعدم تعقيم الأرضيات. 
والتعقيم الردىء للأدوات المستخدمة. 

*- قد تكون الأسطم الخارجية للأنابيب والدوارق المخروطية غير معقمة جيدا» 
لذلك يفضل تعقيمها ثم تخزينها فى ظروف معقمة حتى ولو كانت محتوية على 

ه- وجود بعض الكائنات الحية مثل العناكب» حيث إن لها القدرة على النفاذ 
بسهولة خلال الأغطية القطنية وشرائط اليلاستيك حاملة معها الكائنات الدقيقة إلى 
البيئة الغذائية فى الأنابيب والدوارق. 


طرق التغلب على التلوت الذاتى 

1/1121 زراعة الطرف المرستيمى م1) ه2215زعا5‎ ١ 

يفقضل استخدام القمة المرستيمية المحاطة يواحدة أو اثنين من منشئات الأوراق 
لخلوها من الفيروس. وقد يرجع ذلك إلى عدم اكتمال تكوين الأوعية الناقلة فى القمة 
المرستيمية . ويقصل المرستيم من القمة النامية المعقمة. وقد لايس تلزم تعقيمها إذا 
كانت مقصولة من نباتات معملية أو مرباة فى صوية. 
'-إضافة مضادات حيوية للبيئة الغذائية 

تضاق أحيانا بعض المضادات الحيوية للبيئة الغذائية مثل: 862012]6 : انإدوممء8 
يتركيز ٠١‏ ملليجرام/ لتر لإيقاف نشطط الكائنات الدقيقة» وقد يسبب المركب 
الإسمد8 يعض الأضرار لثمو الأجزاء النياتية وتطورها. لذلك لا يفضل البعض 


يفا 


إضافة مثل هذه المركبات للبيئة لاحتمال تفاعلها مع مكونات البيئة الغذائية وتكوين 
مركيات سامة للنموات» وقد يكون لها ضرر مباشر للريبوسومات مما يؤدى إلى تثبيط 
النمو, وقد تظهر طفرات فى الكائنات الدقيقة مقاومة للمضادات الحيوية» كما أن 
المضادات الحيوية ليس لها تأثير على الفيروسات. ومن المركبات المستعملة: 


بقاع ماسقال بمأءلإسمامعءن5 رن - مللأاعتمع5 بمتلء همع بعملاء مهنع و0 
عمتاممتدو - بورمعل 8-1 رماء لإسمامء 0 رطلء بيمتمعملاطت بواء زو معطعة 


إسزسر»ه 
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الباب الثالت 
زراعة الأنسجة النباتية 


تتكاثر النباتات بطريقتين » الأولى وهى طريقة جنسية 21نا»«ه8 وتستخدم فيها 
اليذور. وهى طريقة شائعة فى محاصيل كثيرة. ويؤدى التكاثر بالبذور إلى إنتاج 
نياتات مختلفة فى صفاتها عن الآباء. وتزداد الاختلاقات بارتفاع نسية التلقيح 
الخلطى. والطريقة الثانية هى التكاثر الخضرى اللاأجنسى !(2ناء©85. وهى طريقة 
تقليدية تستخدم فيها أى جزء آخر خلاف البذور مثل الخلفات والفسائل والعقل 
والأبصال والدرنات والكورمات وغيرها. ويستخدم التكاثر الخضرى فى إكثار كثير 
من محاصيل القاكهة ونباتات الزينة وأشجار وشجيرات ويعض نباتات الخضر 
وبعسض محاصيل الحقل. ويؤدى التكاثر الخضرى إلى تكوين تباتات متجانسة 
ومشابهة لنبات الأم. 
الكفاءة الذاتية للخلية النياتية إعرع01م108 13د لاء © 

تطبق زراعة الأنسجة انطلاقا من الحقيقة العلمية بأن للخلية النباتية قدرة ذاتية 
على الانقسام والتناسخ والنمو وإنتاج نيات كامل له نقس مواصقات نبات الأمء 
بصرق النظر عن مصدرها من النيات». وهذا ما يسمى بالجهد الذاتى وتحتوى 
الخلية النباتية الحية على نسخة كافلة من الجينات الموجودة قى أى خلية جسمية 
أخرى من خلايا نيات الأم. وجميع هذه الجينات ساكنة غير معبرة 0أدده7وءمنا 
(0-017ءم1؟) ماعدا يعض الجينات المعبرة عن تشاطها فى العضو النباتى الموجودة 
فيه. لذلك يمكن فصل خلية أو نسيج أو جزء من أى عضو نباتى ثم تزرع على بيئة 
غذائية مناسبة فتنمو وتنتج نياتا كاملا. كما تتميز أية خلية يوجودها تحت تأثير 
ما يعرف بالتأثير الوضعى 1 نروأ]زوهم. فالخلية اللحائية لا يمكن أن تتحول 


>31 


إلى خلية يرانشيمية بمحض إرادتها طالما لم تتعرض إلى ما يجبرها على تغيير 
تخصصها أو إلغائه. ويعنى ذلك أن الخلية النباتية وهى مازالت ضمن نسيج نباتى 
معين لا يظهر لها إلا وظيفة فس يولوجية محددة » ويعرف هذا بالتأثير الوضعى 
81لا 50511]05. فإذا فصلت خلية حية نشطة فسيولوجيا من النسيج وأصبحت 
حرة بعيدة عن التأثير الوضعى السايق وزرعت فى بيئة غذائية مناسية فإنها تنشط 
وتقوم بجميع العمليات الحيوية تنتج نياتا جديدا بصرف النظر عن مصدر هذه 
الخلية. وخاصية الجهد الذاتى تميزت يها الخلية النباتية فقط. فلا يمكن قصل 
خلية حيوانية أو نسيج حيوانى وزراعقه فى بيئة غذائية داخل المعمل لإنتاج 
الأنسجة التباتية (1988 ,ه1هاستطمدط لسة 202تصها :1963 رعخلط/171) 
أهداف زراعة الأنسجة النباتية 

-١‏ إكثار النباتات التى يصعب إكثارها بالبدور 

زراعة الأنسجة النباتية وسيلة لإكثار النباتات التى يصعب إكثارها بالبذور لعدم 
قدرتها على تكوين بذور أو تنتج بذورا بكميات قليلة جدا أو بذور تفقد حيويتها 
بسرعة أو نسبة التلقيم الخلطى مرتفعة مما يؤدى إلى إنتاج نسل غير متجانس ورائيا 
210811 كتامع مع ع1161670. 
"'- الإكثار السريع للشتلات 1162000م 1 لدم 10أم2خ]1 

تستخدم زراعة الأنسجة فى الإكثار التجارى للنباتات لما تتميز يه من صغر 
حجم الجزء النباتى المستخدم فى الإكثار, وصغر المساحة المطلوبة للزراعة ‏ وسهولة 
توفير كل من البيئة الغذائية والمناخية المناسية» وإنتاج أعداد كبيرة من النياتات 
واحدة وباستخدام جزء ئياتى واحد تم الحصول على 1 ملايين نيات أوركيد جنس 


.م 


سيمبيديم 11ر0 و٠٠"‏ ألف ثيات اسبرجس «ناع3:3م485, كما وجد أن إنتاج 
٠‏ آلاف نبات. قرنفل قابلة للتسويق بالزراعة التقليدية تحتاج إلى توفير 551 نباتا 
فى مساحة ١7‏ مترا مريعا. بينما إنتاج نفس العدد من نباتات القرنقل فى الزراعة 
المعملية يكفى تدبير " ثباتات فقط تشغل متر مريع (1960 باءعهلة), 
إنتاج نباتات خالية من الأمراض الغيروسية 

بزراعة المرستيم الطرقى يمكن إنتاج نباتات خالية من الأمراض الفيروسية 
والبكتيرية والفطرية. وتطبق المعاملة الحرارية للمساعدة على التخلص من الفيروسات. 
وقد نجحت الزراعة المعملية فى إنتاج نباتات بطاطس وطماطم وفراولة وقرنفل 
وغيرها خالية من الفيروس. 


كإنتاج نياتات أحادية الحدد الكروموس ومى 1221010 01 102)عبل20 
7 

هى نباتات عقيمة لا تنتج يذوراء وتحتوى على نصف العدد الكروموسومى (2). 
بيئما النباتات الثنائية خصبة وقادرة على تكوين بذور. وتنتج النباتات الأحادية 
بالزراعة المعملية للمتوك أو حيوب اللقاح أو البيضة. ثم تعامل النياتات الأحادية 
بالكولشيسين لمضاعفة العدد الكروموسومى والحصول على نباتات ثنائية نقية خصبة 
متجانسة:» بدون الدخول فى عمليات التلقيح الذاتى لعدة سنوات للحضول على 
سلالات نقية. ولهذه الطريقة أهمية كبيرة فى مجال تربية وتحسين النباتات وإنتاج 
نباتات محورة وراثيا (1981 ,قطنا ممه أععدءالا 19737 ,له أه روصهلا). 


م إنتاج هجن يدمج البروتويلاست 105105 ]2701405135 


باندماج بروتوبيلاست خليتين مختلفتين يتكون بروتوبلاست هجين فى خلية 
واحدة. فإذا زرعت خلية اليروتويلاست المندمج (الهجين) ف المعيل ينتج نيات 
يحتوى على مجموعتين من الكروموسومات إحداهما قادم من الأم والثانية من الأب 


نض 


بصرف النظر عن وجود توافق أو عدم توافق بيذهما. والئباتات الناتجة من الزراعة 
المعملية لها صفات وراثية مختلقة عن صفات الأب والأم كل على حدة. 
1- استحداث الطفرات 12201121102 11/11112141011 

تحدث طفرات ينسية عالية وبصورة تلقائية أثناء الزراعة الثانوية للكالس. كذلك 
يمكن الحصول على طفرات يمعاملة النباتات المعملية أو أجزاء مئها بمطفرات 
كيميائية أو بأشعة جاما أو أضعة- 6. ثم زراعتها على بيئة مناسية وانتخاب 
مايحدث من تغييرات وراثية مناسية. وتثبت الضفة المنتخبة من خلال الزراعة 
المعملية المتكررة. ثم متابعتها بعد زراعتها فى الحقل لعدة أجيال مع الانتخاب 
المستمر للنباتات الحاملة للصقة المطلوبة. 
المحافظة على الأصول الوراتية 

تحفظ الأصول الوراثية فى بنوك خاصة لحمايتها من التدهور أو الاندثار. ويتم 
ذلك بطرق مختلقة لتع ثموها والمحافظة عنى حيويتها لفترة طويلة. وتسهل طرق 
حفظ الأصول الوراثية تبادل الأصول الوراثية و تصدير الأصناف التجارية بتكاليف 


وهو 7 جدا. 
4 تحديث وإكتار الأشجار والشجيرات الخشبية 
بزراعة الأنسجة يمكن تحديث عمر الأشجار المعمرة وإنتاج كميات كبيرة من الشتلات ؛ 
كما أن لها أهميتها بالنسبة للأشجار والشجيرات التى. يضعب إكثارها خضريا. 
ف إنتاج مركيات ثاتوية 


ومن أمثلة ذلك استخدام زراعة الخلايا فى إنتاج الكايسيسين «أ5810م2© من ثمار 
الفلفل ددءءدوعالطا! «رداءزدم 22 > ومادة 211210105 عمدمه10 من تبات الداتورا 12300:2 


110 حيث تزرع خلايا النيات فى مخمر 5612168165 يحتوى على بيئة غذاتية 


يضق 


مناسبة لزيادة عددها بكمية كبيرة. ثم تنقل إلى مخمر آخر يحتوى على بيئة إنتاج 
العم ممل)ء اله ثم تستخلص المادة القعالة متها 


٠‏ الإخصاب المعملى 
يجرى الإخصاب المعملى للتغلب على بعض الظواهر الطبيعية التى تعوق تكائر 1 


النياتات يطريقة طبيعية مثل ظاهرة العقم الأندوس بيرمى ومشاكل التهجينات 


عوامل إنجاح زراعة الأنسجة 
يجب توفير مهارات فنية وأجهزة ومعدات خاصة وأن يكون معدل إنتاج 
معمل زراعة الأنسجة متمشيا مع احتياج الأسواق المحلية والخارجية لكى تذنخفض 
واختيار الطريقة المناسبة لإكثاره فى المعمل. والاستفادة من ظاهرة عدم الثيات 
الوراتى 6 مرحلة إنتاج الكالس لاستحداث طفرات جديدة. وهى خاصية تهم مربى 
ألنياتات واستحداث الطفرات. 


مراحل الزراعة المعملية 5ع5128 «مللدع 2م20 
قسم (1974 ,1964 ,1961) رتوتطوعنا/ة خطوات زراعة الأنسجة النباتية إلى: 
-١‏ مرحلة إنتاج ثياتات الأم كتعقام رعطامكل1. 
؟- مرحلة فصل وتجهيز الأجزاء الئباتية 5غهدام<©»© 4ه «ه120أ50آ من ثباتات الأم. 
- مرحلة زراعة الأجراء النياتية عتدطاده مصدام:8. 
؛- مرحلة الزراعة الثانوية عتتذاناءطن5 لإكثار الكالس أو النيتات. 
ه- مرحلة أقلمة النباتات جدامء0:ةل! والزراعة فى التربة. 


فلا 


-١‏ مرحلة إنتاج نباتات الأم 

-١‏ نباتات الأم هى نياتات مرجعية وهى المصدر الآمن لفصل أجزاء نباتية تستخدم 
فى الزراعة العملية. ولتحديث نباتات الأم تفصل عقل منها يطول -1١‏ ١٠سم.‏ ثم 
تجزأ العقل إلى أجراء (13815م2 روكاء3/11670-50) لاستخدامها فى الزراعة المعملية. 
والأجزاء المفصولة من ثباتات حديثة العمر تنتج نموات متجائسة فى المعمل وبنسبة 
نجاح أعلى» وتنتج جذورا عرضية أكثر» ونموها أفضل من الأجزاء المفصولة من 
نباتات بالغة. 

؟- فى الزراعة التجارية التى تلجأ غالبا إلى النباتات النامية فى الحقل» وهى 
نباتات عادة تكون شديدة التلوث لتعرضها الدائم للأتربة والآفات الناقلة للأمراض 
وتحتاج. إلى تعقيم يتناسب مع شدة تلوثها. لذلك يجب اختيار أفضل النباتات من 
حيث قوة النمو وتجانسها وراثيا فى صفاتها من حيث سرعة النمو والتبكير فى 
النضج وإنتاج الأزهار ولوتها وجودة ثمارها . 

استيعاد النباتات التى كانت مصابة يأمراض فيروسية وفطرية وبكتيرية 
ومسبيات بقل العدوى مثل الحشرات الثاقبة الماصة مثل المن والعنكيوت الأحمر 
والذبابة البيضاء. و استبعاد النباتات التى تعرضت لضغوط بيئية أثناء نموها مثل 
اليرودة القديدة والجفاف الشديد وقصر الفترة الضوئية وعدم انتظام شدة الضوء. 
وتؤدى شدة البرودة إلى انكسار طور السكون وظهور أمراض البرودة ويؤدى الجفاف 
وعدم وفرة الضوء إلى ضعف الثمو. 


احتياج نباتات الأم - 
© الحالة الغذائية 10111105 اهام عاع510 


من المتوقعم أن يتأثر محتوى الأجزاء النباتية بالمعاملات السابقة التى تطبق عنى 
نباتات الأم. وأن المحتوى الداخلى من الهرمونات والعناصر الغذائية فى الأجزاء 


اق 


النياتية هو امتداد لما يحتويه نيات الأم. لذلك يجب اختيار نياتات أم جيدة 
النمو. وأن تكون خالية من الأمراض وخاصة الأمراض الفيروسية. ويفضل أن تكون 
من إنتاج معمل زراعة الأنسجة» وتربى فى حجرة النمو أو فى صوبة محمية من 
الآفات الثاقلة للأمراض» مع توفير رعاية منتظمة ومنضبطة من الناحية الغذائية 
والبيئية. ويراعى خفض الرطوبة النسبية فى الصوبة بقدر الإمكان» وأن يكون الرى 
بالتنقيط أو بالانتشار تحت سطح التربة يدلا من الرى بالرش لحمايتها من الأمراض. 
والأجزاء المقصولة من نباتات الأم غالبا لاتحتاج إلى تعقيم. 
© الفترة الضوئية 25060061100 

للفترة الضوئية تأثير فسيولوجى كبير على بعض الأنواع النباتية المستخدمة 
كأمهات. وتحتاج نياتات الأم غاليا من ١١‏ إلى “1 ساعة يوميا. وتؤدى إطالة الفترة 
الضوئنية إلى اس تمرار التمثيل الضوئى وتنشيط نمو الأجزاء الئياتية المفصولة منها. 
وتقصير الفترة الضوثية يؤدى إلى ضعف نباتات الأم. 

وللكثافة الضوئية /واأودعاطا إاوأءآ تأثير هام على نمو النباتات المعملية. فتحتاج 
كثير من الأنواع النياتية إلى ٠٠١‏ لكس لكى ترتفع حيويتها. وقد يحتاج البعض 
الآخر إلى قدة إضاءة منخفضة. ولذلك يوصى بتعريض نباتات الأزاليا الأم لكثافة 
ضوئية متوسطة 10404/187 للحصول على أفضل نموات خضرية تستخدم فى 
الزراعة المعملية. وقد يرجع ذلك إلى أن شدة الضوء المرتفعة تسبب فقد الأكسينات 
الداخلية انا ذنامرء80008 التى لها دور هام فى تكوين الجدور. 

ويعتقد أن الضوء الأحمر 26011814 له علاقة بانخفاض الأكسين وزيادة السيتوكاينين 
فى البيئة الغذائية. وأن الأضعة ©1و01هماانا عوءئ! لها علاقة بانخفاض محتوى 
الأكسين. ويفسر ذلك نشاط تكوين نموات خضرية من أجزاء نباتية مختلفة. ولوحظ 
أن زراعة القمم النامية المفصولة من أفرع كانت مظللة لستة أصناف من أمهات 
العئب أنتجت عددا أكير من الأفرع المعملية بالمقارنة بامفصولة من أفرع نامية فى جو 
مشمس بصورة كاملة. ويفسر ذلك بأن النباتات المظللة تستقبل ضوءا مرشحا ترتفع 


وم 


فيه موجات الضوء الأحمر الذى له القدرة على إنتاج قدر كبير من السيتوكايتين 
الداخلى نامالا 5نا0جء57008 الذى يحسن نمو الثياتات تحت ظروق الضوء 
المنخفض (1987 ,1636 3110 2002022011 :1982 ,080121010 ) 


© الحرارة 01 3ع ماع 1 

تختلف النباتات فى احتياجها من الحرارة المنخفضة أو الحرارة المرتفعة. لذلك 
يجب إنماء نياتات الأم تحت ظروف من الحرارة المناسبة حتى تكون مصدرا جيدا 
للأجزاء النياتية المطلوب زراعتها فى المعمل. فمثلا تعريض يصيلات نباتات الليلى 
لااأ.آ الأم لفترات مختلفة من التخرّين عند 5“م كان له تأثير إيجابى قوى على عدد 
ووزن اليصيلات الناتجة فى المعمل من زراعة أوراق حرشقية مفصولة من نباتات الأم. 
© منظمات النمو 200:5 لتاعء1 010106 

رش نياتات الطماطم الأم يمادة 108106تك 1قناوء:01102© تركيز ٠٠٠١‏ جزء فى المليون 
يؤدى إلى زيادة واضجة فى نمو الأجزاء المفضولة منها قى المعمل. كذلك وجد زيادة 
فى تموالكالس والنبتات الناتجة من رراعة أجزاء ورقية مفصولة من نباتات «نأطة2 و 
83 بعد رشها بمادة 101301002106 بتركيز ٠٠٠١‏ جزء فى المليون. لذلك يفضل رش 
تياتات الأم بالسيتوكاينين أو غمس الأجزاء الفصولة منها قبل زراعتها قى محلول منظم 
للنمو يحتوى على سكر وبعض الهرمونات مثل 68 :84 أو زراعتها فى بيئة سائلة 
تحتوى على تركيزات مختلقة من (1976 ,ع2 [ننم عل 8 لله عطائهه.ا 0) . 


--١‏ مرحلة فصل وتجهيز الأجراء النباتية 
فصل وتعقيم الجرء النياتى غمةاص:1 


يفضل فصل الأجزاء من نياتات معملية مرباة فى حجرة النمو أو فى الصوبة. 
ويعد تعقيمها تشطف عدة مرات فى ماء مقطر لإزالة آثار مادة التعقيم» ثم 


لذن 


تجفف سطحيا وترض على ورق ترشيم معقم أو مسطح زجاجى معقم باستخدام 
ملقط معقم. ويستخدم سلاح شغرة معقم فى التخلص من أى جزء تغير لوته 
أوعتد تجزئة الجزء النياتى إلى أحجام أصغر. وتتم التجزئة تحت ميكروسكوب 
داخل كابينة الحقن. ويستخدم ثاقب فلين لقصل أقراص من أوراق أو من 
أنسجة داخلية للدرنات. وقد يستخدم جهاز خاص تتقطيع العينات وفصل 
أجزاء محددة فى الحجم أو الوزن. ويستخدم ورق ألومنيوم معقم عند وزن الجزء 
النباتى بعد فصله. و يؤخذ فى الاعتيار الحجم المناسب للجزء النباتى لأهمية 
ما يحتويه من هرمونات ومواد غذائية. ويجب تقليل مساحة الأسطمح المجروحة 
لأنها مصدر لانيعاث الإيثلين. أما البذور فيمكن زراعتها مياشرة على بيئة 
مناسبة بعد تعقيمها وشطفها جيدا. وقد تفصل كل من الأجنة والفلقات لزراعتها 
على حدة. وقد يفضل غمر أو تعويم الأجزاء النياتية قى محلول سيتوكاينين 
متناسب لرفع محتواها من السيتوكايتين لما له من أهمية كييرة فى تكوين 
النموات الخضرية. وثيت أن معاملة أجزاء ورقية من البيتونيا لوطبررا منمبوءم 
بالسيتوكاينين قبل زراعتها على بيئة خالية منها يؤدى إلى إنتاج نموات خضرية 
مساوية أو تزيد عن التموات الناتجة من بيئة مضاف إليها نفس السيتوكاينين. 
كذلك وجد أن غمس ورقة كاملة فى محلول ٠٠؛‏ جزء فى المليون بنزايل أدينين 
(84)» ثم زراعة أجزاء مفصولة منها فى ييثئة خالية من السيتوكاينين كان لها 
تأثير إيجابى كبير فى إنتاج نموات جيدة. 


*- مرحلة زراعة الأجزاء النياتية ععدذأنه تمداب<28 

يزرع الجزء النباتى المعقم فى تماس مع البيئة الغذائية المناسبة إما قطبيا .هاه أى 
قائما ونا أطونهم]25 بحيث تكون القمة متجهة إلى أعلى والقاعدة الفسيولوجية منغمسة 
فى البيئة» وإما غير قطبى مةاهم8 أى مقلويا 08ل ع510م1) بحيث تكون القاعدة 
الفسيولوجية بعيدة عن البيئة وتكون القمة منغمسة فيها. ويفضل زراعة تباتات العائلة 


يفن 


6 غففى المعمل يطريقة قطبية لأنها تعطى جذورا عرضية أفضل» بينما 
يفضل البعض الزراعة بطريقة غير قطبية لتسهيل نمو الجذور والسوق وتيسير الإمداد 
بالأكسيجين وعدم ظهور آثار ضارة ناتجة عن مواد سامة يفرزها الجزء النباتى 12ذ,ء51) 
(1975 ,516681385 300. وزؤيادة الأسطح المجروحة تساعد على زيادة أمتصاص 
العناصر ومنظمات النمو من البيئة» إلا إنها تؤدى فى نفس الوقت إلى زيادة انطلاق غاز 
الإيثلين الضار. لذلك يجب تقليل مساحة الأسطح المجروحة بقدر الإمكان على الجزء 
النياتىحتى لا تكون سببا فى فشل نموه. ويفقضل إزالة طبقة الأوعية الإسكلارانشيمية 
من الجزء النباتى حتى لا تكون عائقا لتكوين الجذور. 
الأجزاء المستخدمة فى الزراعة المعملية 

© كالس 2115 

إنتاج الكالس وسيلة سريعة للحصول على أعداد. كبيرة من النبقات 5اءأئهةا5. 
وتنجم هذه الطريقة مع بعض الأنواع النباتية دون غيرها. وهى طريقة مستحبة 
على المستوى التجارى وعئد مربى ثباتات الزينة واس تحداث الطفرات. ويظهر 
عن الكالس طفرات ذاتية كشيرة إذا كانت البيئة تحتوى على تركيز مرتفع من 
السيتوكاينين. وتحدث الطفرات فى خلايا الكالس نتيجة التضاعف أو التوزيع غير 
© بادرات معملية 5اء11مة!2 كاملة أو مجزأة 

يمكن الحصول على بادرات كاملة بزراعة يذور معقمة على بيئة مناسبة. وقد 
تفصل البادرات وتهذب بإزالة الأوراق والجذور وتجزأ إلى عقل وحيدة اليرعم ثم 
تزرع هذه العقل فى بيئة ممائلة لإنتاج نباتات كاملة. وقد تفصل أجزاء من الأوراق 
أو الجذور أو الأزهار وتزرع فى المعمل لإنتاج كالس يتكشف بعد ذلك إلى بادرات. 


كنا 


© أجنة ومنط درط 


تزرع الأجنة فى بيئة غذائية بعد فصلها من البذور واستيعاد القصرة والفلقات. 
وقد تفصل السويقة الجنينية من الجنين لزراعتها فى المعمل. 
© نسيج مرستيمى 1155016 عاددع كارعلا 

هى طريقة مفضلة بالرغم من انخفاض نسبة نجاحها بالمقارتة بزراعة البراعم» 
ولكنها الطريقة الرئيسية لإنتاج ثياتات خالية من الأمراض الفيروسية. ويحتوى 
المرستيم على خلايا سريعة الانقسام. ويفصل المرستيم من طرف القمة النامية للغرع 
يعد استبعاد جميع الأوراق المحيطة بها ماعدا ١-١‏ من منشئات الأوراق» ثم يزرع 
المرستيم بعد فصله مباشرة فى بيئة غذائية صلبة. ويتم فصل المرستيم وزراعته داخل 
الكابينة المعقمة. والقمة انرستيمية الصغرى فرصتها أكبر للحصول على نياتات 
خالية من الفيروس. 
© براعم طرفية وجائبية لداط لدمتتصع! ممه تدأ[ تبتتث 

تزرع البراعم الطرفية والجاتبية على الساق الرئيسى والأفرع الجانبية فى بيئة 
غذائية مناسبة لتحفيزها على النمو. ويجب اختيار البراعم المحتوية على بعض 
الأوراق الأولية وألا تكون البراعم فى حالة سكون. .ويتم اختيار الأفرع حديثة العمر 
قوية النمو: ويفضل نقعها فى الماء قبل. فصل البراعم منها. 
© متوك وحبوب لقاح كومنتدمع صء1آه20 0صة ععطامم 

تزرع المتوك وحبوب اللقاح بهدف إنتاج نباتات أحادية 1010م113 تحتوى 
على نصف العدد الكروموس ومىللجلية الجسمية. ثم تعامل النباتات الأحادية 


م 


© خلية واحدة لاءء عاعماة 

يتم تفكيك خلايا نسيج أو كانس فى بيئة سائلة ميكاتيكيا أو إنزيميا. ثم تلقط خلية 
واحدة من معلق الخلايا التكون بماصة ميكرومترية » ثم تزرع منفردة فى بيئة سائلة 
أو بيئة صلبة تحتوى على أجار» فتتحول الخلية بسهولة إلى جنين جسمى 50501206 
«دطمه قادر على التكشف إلى نبات كامل. والنباتات الثاتجة تكون مطابقة لمواصفات 
الأم 8 0611 وتستخدم هذه الطريقة بنجام مع عديد من النياتات الراقية. 
© بروتويلاست أكةاممامعم2 

يتميز البروتويلاست يقدرته على الاندماج والتكتل. ويستفاد من هذه الظاهرة فى 
دمج بروتويلاست لخليتين من الخلايا الجسمية. ويستلزم لذلك هضم الجدر الخلوية 
للخليتين بقعل الإتزيمات لإطلاق اليروتويلاست متهما واندماجهماء ثم إعادة تكوين 
الجدار الخلوى للخلية الهجينيه الجديدة. ويزراعة الخلية الهجين فى بيئة غذائية 
مناسبة يتكون جنين جسمى ينمو ويكون نموات خضرية وجذرية. 


الزراعة فى الأنابيب والدوارق المخروطية 


تمسك الأناييب والدوارق المخروطية المحتوية على بيئة محتوية على أجار 
فى وضع أفقى. ويقلل هذا الوضع التلوث بشدة خصوصا إذا كانت الزراعة خارج 
الكابينة المعقمة. ويجب تجنب تعريض فوهة الأنابيب أو الدوارق إلى اللهب إذا 
كانت الزراعة داخل الكابيئنة حتى لايؤدى إلى إنتاج الإيثلين وتجمعه داخلها. 
وتحتاج زراعة اليذور أو الأنسجة المرستيمية إلى تثبيتها على سطحم البيئة الصلبة 
بالضغط عليها يرفق باستخدام إبرة الحقن أو ما يماثلها. لأن عمس البذرة أو النسيج 
بالكامل فى البيئة يعرضهما إلى نقص الأكسجين. بينما يالنسبة للبراعم أو أجزاء 
من النخاع أو أى جزء آخر فيغمس نصفها تقريبا فى الآجار حتى لا يتعرض إلى 
نقص الأكسيجين. ويراعى المحافظة على قطبية الجزء النباتى عند زراعته» إن 
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كان قائما (مدإه2) هنائتاعنةه5 أو مقلويا .(:13وجة) 070ل 5106م11 وهذا يتوقف على 
نوع النبات. فتتكون الجزذور العرضية على المنطقة القاعدية للجزء النياتى إذا زرع 
قائما. وإذا كان الجزء النباتى مفصولا من نبات مفترش غير قائم فيفضل زراعته فى 
وضع أفقى على البيئة الغذائية: وقد تتكون الجذور العرضية بصورة أقضل فى بعض 
النياتات إذا زرع الجزء التباتى مقلويا. 
العوامل المؤثرة على نمو الجزء النباتى فى المعمل 
(أ) عوامل خاصة بالجزء النياتى 

© تجانس وحجم الجزء التياتى 

يجب أن تكون الأجزاء النباتية متجاتسة فى خلاياهاء ويؤدى عدم التجانس إلى 
تكوين كالس غير متجانس الخلاياء والنموات الناتجة منه تكون غير متجانسة فى 
النمو والتركيب الوراثى. كذلك يؤئر حجم وشكل الجزء النياتى على نموه. فقد يفشل 
فى النمو إذا قل حجمه عن القدر المناسب» وإذا كبر حجمه يكون له قدر كبير فى 
النجاح والنمو. وقد يرجع ذلك إلى احتواته على كمية أكبر من المواد الغذائية وعدد 
أكبر من الخلايا مما يزيد من إنتاج نموات كثيرة. لذلك يقضل تحديد حجم الجزء 
النياتى وشكله وتركيبه فمثلا الأجزاء اللفصولة من مناطق التخزين فى اليطاطس 
واليطاطا واللغفت والجزر وغيرها فيفضل فصل جزء أسطواتى متها بأيعاد 2.4« 20 
ملليمتر لأن الشكل الأسطوانى يتيح فرصة أفضل لامتصاص العناصر الغذائية من 
الييثة وتيادل الغارّات. كما أن لمنظمات النمو والعناصر الغذائية المفرة من الأسطح 
المجروحة بالجزء النباتى لها دور فعال فى تنشيط الانقسام وتكوين الكالس ويوصى 
بأن الحد الأدنى لوزن القطعة من جذر الجزر هو ٠,8‏ ملليجرام حيث يحتوى على 
0 ألف خلية تقرييا. بيئما تقس الكتلة من درئات الخرش وف تحتوى على عدد 
أقل من الخلايا نظرا لكبر حجمها. ولذلك يوصى يأن تكون كتلة القطعة من درنات 
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الخركوف 8 ملليجرام حيث تحتوى على ٠١‏ ألف خلية تقريبا. وأن يفصل الطرف 
المرستيمى من القمة النامية لنباتات البطاطس أصغر من ذلك لضمان إنتاج نباتات 
خاليه من القيروس. 
© التمط الوراثى للنيات عم :زام0مع0) 

تختلف قدرة النباتات على النمو والتكائر المعملى باختلاف نوعها وتركيبها 
الوراثى. فمن الثابت صعوبة تكوين الجذور العرضية على أجزاء ورقية من تبات 
© اذا زرعت فى الحقل» بيئما يسهل ذلك بؤراعتها فى 
بيئة غذائية مناسبة فى المعمل. وعموما يسهل تكاثر الثباتات ثنائية الفلقات -61 
هن |ممء فى المعمل عن النياتات أحادية الفلقات 160075/لهء2/070. والنباتات 
التى تتكاثر خضريا بس هولة فى الحقل يسهل تكائرها فى المعمل. كما أن بعضص 
العائلات والأجناس النباتية لها قدرة عالية على التكاثر مثل العائلة -2,/2/هى 
2 ومتها الأجناس 7 72ولامء ل( ردم اكمعممع رط بعساتزا روتصياع ١.‏ 
والعائلة عمرغ/زعءير) و يتبعها الأجناس :,/721/#ناط 12ى5 12 بواعجره070تصق والعائلة 
عمعع 7ع دوه ويتبعها الأجئناس 12أنادم :521 كعات 71اتاع لم كناترتقع اصع اق ؛ 
والعائلة ءعتاتودمةد0) ومنها الأجئاس بلعناعهط ومدوء 1ط رتساجع طام مس ولع 
والعائلة ءدمءة/11ظ ومنها الأجناس +##راادووط نم0 مط (993/ عوردمء0) الآ 


نوسوط 


© العمر الفسيولو جى 282 213:5101081621 
الأنسجة الجنينية والأنسجة الحديثة واندهلان1 أكثر قابلية للتمو والتكوين 
الشكلى كأ5ء008»5م:7/0 عند زراعتها معمليا بالمقارئة بالأنسجة المتقدمة قى العمر 


االافة. وتنخفض قدرة الأشجار والشجيرات على التكاثر المعملى بتقدمها فى 
العمرء لذلك يجب إنتاج نباتات حديثة منها. ويفضل لازراعة المعملية اس تخدام 
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أجزاء نباتية حديثة العمر مثل الأنسجة المرستيمية والبادرات الحديثة. وتختلف 
عفن الأنواع النباتية فى هذا المضمون العام مثكل-ناط 17اناالقء 2701 «انتارلفا :7/1 لل 
جالع دومع بمناوهه دصود. كما أن الأجزاء النباتية المفصولة من نياتات يسهل 
تكاثرما خضريا تكون أفضل للزراعة المعملية عن الأجزاء المفصولة من نياتات لا 
تتكاثر خضريا. كذلك البراعم الساكنة والبذور الساكنة تكون أصعب فى النمو فى 
المعمل بالمقارنة بغيرها غير الساكنة. وقد تزداد قدرة النمو والتكاثر للأجزاء النباتية 
المفصولة أثناء فترة تزهير بعض النباتات يصرف النظر عن عمرها مثل -ناء ناهر ة؟ل 
5 :112513 :3105هاءه؟ كلذ/. وعموما تظل القمم النامية المفصولة من سوق 
حديثة العمر هى الأفضل فى الزراعة المعملية لأنها نشطة وقادرة على الانقسام 
والتكاثر بالمقارتة بالقمم الناميه المفصولة من سوق متقدمة العمر. بالرغم من ذلك 
تنجم زراعة القمم النامية والأنسجة المرستيمية المفصولة من سوق متقدمة فى العمر 
لبعضي الثباتات مثل : 5 
-ووتراع عناوري2 بعصاكه؟ ارد عن/ وا روصع نامع ع7تاعى وتونيوء5 رول ابرط ورم راترع 1170000 


2/5 تتعللعع0 وباط 3 بدرعلامله عناللا بفمعتموصدزر ونه 10071تررها جلع1 . 
(ب) عوامل خاصة بالبيئة المحيطة 


© طول الفترة الضوئية 20501026:100 

المرحلة الأولى لنمو الأجزاء النباتية لأنواع كثيرة من النياتات لا تتأثر إن كانت 
فى ضوء أو ظلام. بيئما فى مراحل النمو التالية يكون من الضرورى تتايع فترتى 
الضوء والظلام لتكوين. نموات خضرية وجذور. وكان ذلك مؤكدا بالنسبة للنموات 
الناتجة من زراعة براعم زهرية حديثة للفريزيا 5©0518. وقد يستلزم وجود الضوىء 
لإنيات بعض أنواع البذور» بيئما يستلزم وجود الظلام لإنبات بذور أتواع أخرى 
مثل الأوركيد 4تطء:0 (1975 ,كهةسوء»ا5 همد ال:ءزه). وتؤثر طول الفترة الضوئية 
على نمو الأجزاء النياتية وتكوين النبتات فى المعمل. ؤيختلف هذا التأثير باختلاف 


وف 


نوع النيات. وتعتبر ١7‏ ساعة ضوءا هى الأفضل لنشوء وتكوين نموات على أجزاء 
مفصولة من درنات نبات 5دناطتهدة!1816. وأن 15-16 ساعة ضوءا هى الأفضل لتكوين 
أجنة على كالس ثبات «اةاهد0» بيئما تنخقض عدد الأجنة المتكوتة بإطالة أو 
تقصير الفترة الضوئية عن ذلك. ويتغير لون الكالس إلى اللون الأخضر ولا تتكون منه 
أجنة إذا كان ناميا فى ظلام تام. بينما لم يتأثر تكوين النموات الجديدة يرّراعة 
المرسستيم القمى لنيات 15511)فط,ةدا2 تحت ظروف 15- 74 ساعة ضوءا. كما ثبت 
أن مستوى الأكسجين والسيتوكينين داخل النسيج يتأثر يإطالة الفترة الضوئية فى 
الأنسجة المرستيمية المفصولة من نياتات تحتاي أصلا إلى فترة ضوئية طويلة. 
© شدة الإضاءة بواأقمعاصا اأطواراآ 

لم يتم حتى الآن تحديد أفضل شدة إضاءة مناسية لنمو الأنسجة النباتية المختلفة» 
وقد يرجع ذلك إلى اختلاف احتيايج التباتات باختلاف مراحل التمو والنوع النياتى» 
فقد وجد أن ٠٠٠١‏ لكس <له1 هو أفضل شدة إضاءة قى المرحلة الأولى والثانية من 
الزراعة الثانوية للأنسجة والخلايا النباتية» وقد تزداد إلى 1٠٠٠١٠١ #..٠‏ لكس 
فى المرحلة الثالثة. ويتطلب زيادة شدة الإضاءة بعد نقل النباتات من البيئة الغذائية 
إلى التربة. ويجب ألا قصل الكثافة الضوئية فى المعمل إلى نفس المستوى السائد فى 
الحقل أو الحجرة الضوئية (تقدر ما بين 7١ -٠‏ وات/ متر مربع). لأن زيادة شدة 
الضوء داخل المعمل عن القدر الأمثل والمئاسب للزّراعة المعملية يسيب أضرارا كثيرة. 
فقد لوحظ نشاط نمو الأجزاء النباتية المزروعة فى المعمل عند شدة إضاءة منخفضة 
(15-8 وات/ متر مريع)» وقد يحدث النمو فى المعمل عند شدة إضاءة أقل من 
ذلك. ويفضل اختيار الشدة الضوئية المنخفضة لأن التمثيمل الضوئى فى الأجزاء 
النياتية المزروعة والنموات الحديثة الناتجة منها يكون ضعيفا لعدم اكتمال تكوين 
الكلوروفيلء خصوصا إِذَا انخقض تركيز ثانى أكسيد الكربون فوق الآجار. ويمكن 
تعويض النقص فى الشدة الضوئية بإضافة الس كر للبيثة الغذائية» إلا إن الإضافة 
الزائدة من السكر قد تؤدى إلى ضعف سرعة نمو النياتات فى المعمل. 
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© طول الموحة الضوتية طاعده! عنجولا 

فى حالة الثياتات التىتتأثر بطول الموجة الضوئية كأهدام عتهءق0لمه0ه0)ه0زم 
يتم السيطرة عليها بإضاقة صبعة الفيتوكروم عدومءلاء10ز!2 لقدرتها على امتصاص 
الموء بطول موجه (550 ناتوميت) وتدتحول إلى صيغة .70) لع - عمممعطءعم قاط 
فإذا تعرضت الصيغة (00) إلى الأضعة الحمراء تتحول إلى صيغة مذ عسمعاءهزم 
(08) 41 التىوتستطيع امتصاص الأشعة بطول /٠١(‏ نانوميتر). ويحدث تحول صبغة 
القيتوكروم من (:8) إلى (68) بيطه فى الظلام وبسرعة عندما تتعرض للأشعة الحمراء 
البعيدة 560 :13؛ وتسيطر صبغة (015) على التكوين النياتى عن طريق تحفيز الجيئات 
بطريقة مياشرة أو غير مباشرة. وفى دراسة على أنسجة نيات التبغ ثبت وجود اختلاف 
فى قدرة كل من الضوء الأحمر والأخضر بالقارنة بالضوء الأزرق على تحطيم هرمون 
اندول حمض الخليك (44ا المضاف للبيئة الغذائية» حيث يعمل الض الأزرق على 
تحطيم هذا الهرمون» بينما ليس له تأثير على هرمون نفثالين حمض الخليك (844): 
مما يؤدى إلى إضعاف النمو. وهذه النتائج لا تماثل نتائج نباتات الكريزائثم عمة) 
7 لاقع والدائيا ققلطة9 (1970 ,21 أء ر6م5عاءنادء8) . ولوحظ أن الضوء الأحمر 
(550 نانوميتر) يشجع على تكوين الجذور العرضية على الأجزاء المفصولة من نبات 
الطرطزفة :تومه طد/ كد طاسؤزاء// أكثر من الضوء الأزرق. وأن نمو كالس نيات -/ع6/ 
لهجت كان أفضل فى وجود الضوء الأييضش (يحتوى على جميع ألوان الطيف 
(3211معلاءلزأه©)2 وكان وجود القضو الأزّرق أفضل من الضوء الأخضر والأحمر 
أو الإظلام التام. كذلك ثبت أن الضوء الأزرق والبنفس جى ينشطان تكوين السوق 
العرضية من كالس التبغ » بيتما يشجع الضوء الأحمر على تكوين الجذور العرضية. 
وفى مضمون عام ثيت أن الضوء الأبيض عادة يثبط تكوين الجذور العرضية وينشقط 
تكوين السوق العرضية؛ بيثما فى معظم الحالات ينشط الضوء الأحمر تكوين الجذور 


العرضية لنبات (تأكعنهابء2: وونعامهناه7) وثيات الكرئب 01622668 18و85 -. 
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© مصدر الضوء 501116 ]1181 


تستعمل لميات فلورسنت بيضاء ياردة عادة لإضاءة معامل زراعة الأنسجة. 
ويس تخدم فى يعض المعامل لمبات فلورسنت قوة 88 وات <ووعوع:من71 ,/3813) 
3 ل ,كطنائط8 روءطناةء مع أن لمبات الصوديوم قد تعطى نتائج أفضل. وأن 
تكوين الجذور على أجزاء ورقية من نبات موراء ماع كانت أفضل بتعريضها 
لضوء من بات 32 «نهآ عل عاتط/لا معدلا لصد 39 ممعامل» لاحتوائه على ضوء 
أحمر برتقالى )وأا 4ع: -وومه0 ينسبة أعلى. وأن اللمبات التى ينبعث منها نسبة 
مرتفعة من الأضعة فوق البنفسجية (لانآ) كان لها تأثير مثبط على تكوين الجذور 
العرضية. وثبت أن الضوء المنبعث من لمبة فلورسنت يضعف منذ اللحظة الأولى من 
بدء تشغيلياء فإذا كانت كمية الضوء المنيعث عند بداية التشضغيل /٠٠١‏ فإنها 
تنخفض لتصبح 57/ يعد 6 أيام. ثم تصل إلى 85/ بعد 4 أشهر ثم /0١‏ بعد ١١‏ 
شهرا. (1986 رممدهظ8 لصة ممدهن<) 


© الحرارة 161210612016 

تختلف درجات الحرارة المناسبة لنمو الأجزاء النياتية ياختلاف أنواعها. 
ولذلك يجب تزويد حجرة النمو بجهاز تكييف يعمل ذاتيا لتثبيت درجة الحرارة. 
وأن تفصل النباتات امتمائلة فى احتياجاتها الحرارية فى حجرة زراعة واحدة. 
وللحرارة المنخفضة أهمية فى كسر س كون البراعم والبذور وتحسين نموهاء لذلك 
يجب تعريضها وهى فى مرحلة السكون إلى حرارة منخفضة لفترة زمنية حتى ينكسر 
سكونيا ومن هذه النباتات التفاح والكمثرى والعنب والصنوبر 76// كما أن اختلاف 
الحرارة بين النهار (55م) والليل (16م) وتعاقبهما بصورة مستمرة ومنتظمة يؤدى 
إلى زيادة عدد الجذور المتكونة على الأجزاء المفصولة من درنات الطرطوقة ماع77 
5نةى510ن) كلا/!:ة والجزر 0301© وذلك بالمقارنة يتلك المعرضة لحرارة ثابتة فى 
النهار والليل. وكان أفضل نمو لها عند "م فى النهار و ١٠م‏ فى الليل ,ههم]5) 


1: 


(1974 .21 ت. ويعتبر المدى 75- 78م هو أنسب درجات حرارة لثمو معظم الأجزاء 
النباتية و14*م للأنواع المكونة للأيصال والدرنات و78- 79”م للأنواع الاستوائية. 
وتزرع أغلب الأجزاء المفصولة من أشجار الفاكهة ما بين 1- ”م » حيث ينمو 
كالس أشجار التفاح جيدا عند -٠١‏ 67”م» ويكون نموها ضعيفا عند أقل من ١”'م.‏ 
بينما الأجزاء الفصولة من الأفوكادو 4000200 تحتفظ بحيويتها عند 50'م. ووجد 
أن أنسب حرارة لثمو الأجراء الملفصولة من البطاطا 2ع2070/ والئامية فى بيئة سائلة 
هى -١‏ 5م”م والأجزاء ا مفصولة من ثبات 110000670/05 والنرجس علنعولمرا2 
هى 56”م» والليليم 0 ر(انازالا هى '"أم. 
© الرطوية 21111110118 

بالرغم من قلة الدراسات عن تأثير الرطوبة داخل حجرة النموء إلا إن ارتفاع 
الرطوبة بها قد يؤدى إلى ارتفاع نسبة التلوث. وزيادة الرطوبة فى البيئة الغذائية 
المنزرع ة تؤدى إلى زيادة تكثيف بخار الماء على الجدار الداخلى لها. مما يؤدى إلى 
ظهور التزجج 108008اثلا وهى ظاهرة تؤدى إلى موت الأنسجة المنزرعة فى المعمل. 
ويمكن التحكم فى هذه الظاهرة بزيادة تركيز الآأجار فى' البيئة الغذائية. 


© الأكسيجين ممع :01 

التهوية الجيدة لها أهمية كبيرة لمساعدة الخلايا والأنسجة وغيرها على الثمو. 
ويتم تحقيق ذلك باس _تخدام ماكيئات حِ مثل واععطتت 10آء02 زدع مااع ةم كضاء 512 
الأجزاء النباتية داخل الدوارق على كبارى ورقية. بينما يمكن تحسين التهوية 
داخل الأنابيب بتغطيتها بأغطية معدنية فقط ولا تستخدم سدادات قطن صوقى. 
وتزرع الأجزاء النياتية فيها بطريقة غير قطبية على سطح البيئة الصلبة المحتوية 
على اجار ولا تغمس فيها. 


يف 


© ثانى أكسيد الكريون 0107106 0215600 


يؤدى تجمع ثان ىأكسيد الكريون إلى سمية النباتات التامية داخل أوانى الزراعة 
المعملية خاصة إذا كانت محكمة الغلق. لذلك يجب التخلص من ثانى أكسيد 
الكربون الزائد فى الأوانى المزروعة لتجنب حدوث الضرر للنباتات. مع إضافة 
السكروز للبيئة كمصدر هام للكربون. 


© غاز الإيثلين 525 عدء0351)آ1 


استخدام لهب كحولى أو غازى فى تعقيم فوهة الأنابيب أو الدوارق أثناء الزراعة 
المعملية يؤدى إلى زيادة تجمع الإيثلين داخلها خصوصما إذا كانت محكمة الغلق 
وزيادة الإيثلين تسبب الأضرار الآتية : 

- تكوين خلايا نباتية غير متخصصة (كالس) مما يؤدى إلى إعاقة تكوين النبتات 
أو إنتاج نبتات رخوة وضعيفة. 

- اتخقاض تركيز اللون الأخضر أو عدم ظهوره فى الأجزاء النباتية وزيادة 
محتوى البيئة الغذائية من اتدول حمض الخليك (188). 

(ج) عوامل خاصة بالبيئة الغذائية 

© تركيب البيئة الغذائية 

جميع الأجزاء النياتية المفصولة من نباتات ذات الفلقتين أو ذات الفلقة 
الواحدة قادرة على إنتاج كالس عند زراعتها فى بيئة مناسبة. ويفضل المحافظة 
على مكونات البيئة المناسبة لكل مرحلة من مراحل النموء وأى تغيير فى 
تركيب البيئة حتى ولو كان يسيطا يؤدى إلى إحداث تغير كبير فى طبيعة 
تمو الكالس. 


م54 


© رقم الحموضة عنله/ -211 

ركم حموضة البيئة عند 5 -6.5 يعتير مناسيا لثمو النياتات المعمليةء ويفضل ضبطه 
عتد 116م . ويتقير تماسك البيئة المضاف إليها الآجار باد تخقاض رقم الحموضة عن 35.4 
أو ارتقاعها عن 7. ويسيبي التعقيم بالأوتوكلاق اتحقاض حموضة البيثه يمعدل 0.5-0.3 
وحدة كذلك ركم حموضه البيئة السائئلة قايل للتغيير يعد زراعتها. وقد يرجع ذلك إلى 
إقرازات الأجزاء النباتيه أثتاء تموهاً. كذلتك تتأثر و خموصضة ة الييئة بسرعه 4 أمتصاص عتصر 
التيتروجين. لذلك يجب العمل على ثيات رقم الحموضة بالمحافظه على التوارّن بين 
0 التترات والأمونها في ألبيتة العذاتية العم الشديد 0 يؤدى 7 
53 جدا رقع رقم الحموقة كن 0 نقطة التعادل يبإضاقة ا عمع اطاط 
(018ا8) عنقاععهة دماء1] عدتسدالا تضمان توفير عنصر الحديد والعتاصر الآخر 50 

- يصيح 64 ور04 وقيتامين ,8 وحمض البائتوثينيك أقل ثياتا. وتصيح الآجار 
غير متماسك نإممه!5. 

- ترسيب ليعض الأملاج مثل القوسقات والحديد وينخفض امتصاص أيونات 
الأمونيا ويتوكف التمو. 


-: سمهولة تحتل السكريات أثتاء تعقيم الييئة بالأوتوكلاف. إل جلوكور وفركتوز 
ويتحول الجلوكوز جِرئيا إلى فركتو كو يد عد التعقيم يا بالأوتوكلاف إذا كانت حموضة 
البيئة (6 11م) 
© الجهد الأسموزى أ2تاصعاهم 050112 


تؤثر عوامل كثيرة على الجهد الأسموزى للبيئة الغذائية مثل تركيرٌ الآجار 
والعتاصر المعدنية والوزن الجزيئى للأملاح المعدنية وسهولة تأينها. وللسكروز تأثير 
تسيى قى زيادة الجهد الأسمورّىء والسكروز هو سكر ثثائى يتحثل أثتاء التعقيم 
بالأوتوكلاف إلى وحدتين من السكر الأحادى مما يكون سييأ قى رقع الجهد 
الأسموزى للبيئة. وللأملاج المعدنية الكيرى تأثير أكبر. ويختلف الجهد الأسموزى 


ى 


كثيرا باختلاق محتوى الييئة من السكريات والأملاح. ويقدر الجهد الأسموزى 
يوحدة البار :83 أو الباسكال 555681 (البار - 10؟ باسكال). وأظير ل0مة ع16لواط 
5 وروانةتمع5606 أن زيادة الجيد الأسموزى أكثر من 3* 510 باسكال (- 3 يار) 
يؤدى إلى توقف النمو نتيجة توقف امتصاص الماء. ويعتبر مركب المانيتول -2/385 
امانه من المركيات المسببة لرفع الجهد الأسموزى للبيئة ومثيط فسيولوجى للنمو. 
وإضافة واحد مولر من المانيتول يؤدى إلى جهد أسموزى يعادل (22.4 بأر) . 
وحديثا يضاف مركب عأدعلااع -1626/زازءلاأ20 لتغيير الجهد الأسموزى للبيئة بدلا 


من المانهتول (جدول .)١‏ 


© إخرازات الجرّء النباتى 002165ئه ألنة1صدظ 
الأجزاء المفصولة من بعض النياتات مثل الأشجار والشجيرات الخشيية تفرز 


أت بنية أو سوداء من الجروح الموجودة عليها. وهى مركيات متعددة الفيئنول 


صيعا 
5 طمرنزاه© وتانينات 1882125 سامة تؤدى إلى توقف النمو فى مزارع الأنسجة. 
واقترح (1978) كنادمرلزهوق المعاملات التالية للتغلب على هذه الإفرازات: 
- تقليل الجروح على الجزء النياتى أو نقع الأجزاء النياتية فى الماء قبل 
زراعتها فى البيئة الغذائية» وإضافة الفحم النشط (©8) للبيثة بتركيز 0.2 - 13.0 
(وزن/ حجم). 
- إضافة مركب (81/5) للبيئة الغذائية بتركيز 250 - 1000 ملليجرام/ لتر؛ء وهو 
بوليمر له القدرة على إدمصاص المركبات الفيئولية أو إضافة مركبات مضادة للأكسدة 
مثل حمض الستريك وحمض الأس كوربيك والثيوريا والسيستين وهى مركبات 
مائعة لأكسدة الفينولات أو إضافة ثلاثة أحماض أمينية وهى: جلوتامين ومتصةنا © 
والأرجينين أ«نهزع:ة والأسيرجين 25106هدم45. كما أن تخفيض تركيز الأملاح 
المعدنية فى البيئة الغذائية يقلل من الجهد الأسموزى وتقل الإفرازات. 
- تجديد الزراعة على بيئة سائلة طازجة يؤدى إلى اتتشار الإفرازات السامة 
بصورة مخففة حول الجذور. 


وتساعد منظمات النمو على اسوداد البيئة وأكسدة المركيات الفينولية» وعدم 
إضافتها يؤدى إلى توقف عمليات الأكسدة. وثبت أن إضافة مركب 35ط)ذل-ا/إط1216 
(01804) عأهمهطيهه فى ماء شطف الأجزاء النياتية بعد تعقيمها يمركبيات التعقيم 
بتركيز 7 جرام/ لتر أو إضافة قطرات من هذا المركب وقت تقطيع وتهذيب الأجزاء 
النباتية وقبل زراعتها على البيئة يعمل على إيقاف أكسدة المركبات الفينولية ولوحظ 

ظهور لون بنى عند قاعدة الأفرع فى مزارع الأنسجة ناتج عن النشاط الضوئى ممم 
0 ويمكن تقليل هذه الظاهرة بحفظ قواعد السوق فى الظلام أثناء نموهاء 
أو يمئع ثفان الضوء بدهان الجوانئب الخارجية للأوانى المزروعة باللون الأسود حتى 
مستوى البيئة الغذائية.» 5» أو تلف قواعدها بؤرق ألومئيوم» أو إضافه طبقة رقيقة من 
الفحم النياتى غير النشط وأجار على سطم البيئة الغذائية.(1986 ,81 اء ,أهأون) 


جدول ( ١‏ ) الجهد الأسموزى لبعض البيئات الغذائية 


الضغط الاسموزى اديت 


اسكيريان 
مح م ا 
لالس ال ال 
011 ا 11 


> مرحلة الزراعة الثانوية (زراعة متكررة) 


5116-8 


البيئة الغذائية 


هى زراعة النبتات 5]28115 أو الكالس دناماه0 عدة مرات متتالية وعلى فترات 
متقاربة بهدف زيادة عدد النبتات أو زيادة كمية الكالس بما يتناسب مع حاجة العمل. 


إه 


ويس تخدم فى كل مرة نفس البيثة الغذائية ولكنها طارّجة. ويفضل عدم تكرار الزراعة 
الثانوية أكثر من اللازم حتى لا يفقد الجزء التباتى قدرته الذاتية على تكوين النموات. 
وكان ذلك مؤكدا مع نبات العليق عبان:[ه057) وكالس الجزر والقمم التامية لجذور 
نبات 0:13/©:زا كناقلا حيث تفقد كقدرتها على تكوين النموات الجديدة تدريجيا يزيادة 
عدد مرات الزراعة الثانوية. بيتما قى حالات أخرى وجد أن تياتات وااط 
7«صصم//نعهه! و وساحص طامسعيمظ) وأشجار خشيية كثيرة تزداد قدرته! على تكوين 
النموات الجديدة يتكرار الزراعة الثانوية التى قد تصل إلى عدة سنوات 
الحاحة إلى إجراء الرّراعة التاتوية 

-١‏ عندما تصبح البيئة معرضة للجفاف. أو تحولت من صورة صلبة إلى صورة 
سائلة لزيادة حموضتها. 

؟- عندما! تملاً النموات الفراغ الداخلى لأواتى الزراعة أو عند الحاجة إلى زيادة 
عدد التياتات أو كمية الكالس. 

- عند ظهور لون بنى أو أسود على البيئة نتيجة تجمع مواد تفرزها الأنسجة 
النياتية خلال الأسابيع القليلة الأولى من الزراعة: وهذه المواد سامة قد تؤدى إلى 
موت الثياتات. 

4- عند الرغبة قى تغيير اتجاه النمو. ويستكرّم لذلك إتمام الزراعة الثانوية فى 
بيئكة غذائية جديدة ذات تركيب منقط لتمو الجذور أو السوق ويتم ذلك يتغيير 


متظمات التمو. 
خطوات الزراعة التانوية 1 


تعقم الأناييب أو الدوارق المخروطية جيدا من الخارج وعند القوهة يكحول 
5 ويفضل تنقيع السحذانات صبقيها سطحيا: ثم يستيعد ورق الالؤمنيوم أوعهاء 
اليوليثين 6«عطترا0ط المس تخدم فى تغطية فوهة الأوانى الزراعية. وباستعمال ملقط 
معقم يستخرج الجزء النياتى أو كتلة الكالس يحذر من الأنيوية أو الدورق المخروطى 


لفن 


ويوضع فى طبق بترى معقم أو بين ورق ترشيح معقم. وياستخدام مشرط معقم تستيعد 
الأجزاء المتضررة بالقرح 7!6001165 ثم يقطع الجزء الياقى إلى أجزاء متجانسة» وتزرع 

بيئة طارجة. وتجرى جميع هذه الخطوات داخل الكاييئة المعقمة. وقد تحدث 
بعض التغييرات فى التكوين الظاهرى للنياتات أثناء الزراعة الثانوية مثل: 

-1١‏ انخقاض مستوى متظمات النمو الموجودة طبيعيا فى الجزء النياتى مما يؤدى 
إلى عدم تكوين نموات جديدة. وتستعيد الأجراء النياتية قدرتها على التمو بإضاقة 
الكاينيتين إلى البيئة. وقد تأكد ذلك فى تبات تترمادمة عنادعظة. 

؟- زيادة تكرارات الزراعة الثانوية يؤدى إلى إنتاج نباتات مختلفة وراثيا 
عن نياتات الأم. وقد يرجع ذلك إلى سرعة انقسام الخلايا وعدم انتظام توزيع 
الكروموسومات أثناء انقسامها. وتؤثر هذه الاختلافات سلبا على الإنتاج التجارى» 
وإن كانت لها أهمية عند مريى الثبات الذى يبحث عن الاختلافات الوراثية. 
ويختلف عدد تكرارات الزّراعة الثانوية ياختلاف النباتء فزيادة تكرارات الزراعة 
الثانوية للأشجار والشجيرات الخشبية يساعد على التخلص من المواد السامة التى 
تفرزها الأجزاء النباتية فى البيئة. 

+- لا يقضل إطالة القترة بين تكرارات الزراعة الثانوية أكثر من 4- 5 أسابيع 
لأنه يؤدى إلى استنزاف عناصر البيئة وجقاف البيئة وتشققها إن كانت صلبة أو 
زيادة تركيز بعض مكوناتها إن كانت سائلة نتيجة تبخير ائاء منها وتراكم المركيات 
الأيضية السامة والمئيطة للنمو التى تفرزها الأجزاء النياتية فى البيئكةء وقد تنتقل 
هذه المواد السامة إلى البيئة إذا تم تجديدها. كذلك يؤدى تأخير الزراعة الثانوية 
للكالس إلى إضعاف نقاطه وتلف جزء منه ولا يفضل زراعة الكالس الضعيقف مرة 
ثانية لأئه يؤدى إلى مزيد من الضعف 


ه-- مرحلة أقلمة النتياتات والزراعة فى التزية 
النباتات المعملية عادة لها أسطح مغطاة بطبقة رقيقة من الكيوتيكل نتيجة زيادة 
الرطوية داخل أوانى الزراعة إلى :/٠٠١ -4٠‏ وتكون الأوراق عادة رقيقة وغضة 


2 ول 


وغير قادرة على التمثيل الضوئى لانخقاض محتواها من البلاستيدات الخضراء 
التشطة وزيادة محتواها من البلاستيدات غير النشطة 5[اءءء15530]ة88؛ واحتواء 
خلايا الميزوفيل على مسافات بينية هوائية كثيرة» والتغور 510512:3 دائمة الانقتاح 
وغير قادرة على تأدية وظيفتها الطبيعية» وضعف الأوعية الناقلة التى تربط الجذور 
بياقىأجزاء النيات مما يؤدى إلى ضعف حركة المياه داخل النبات. ومضمون ذلك 
أن النباتات المعملية هى نياتات ضعيفة لا تستطيع الاعتماد على نفسها فى يناء 
غذائها عننامماممع:116. ومن الس هل أن تققد قدرا كبيرا من محتواها المائى خلال 
الساعات الأولى بعد نقلها إلى البيئة الخارجية مما يعرضها للجفاف والموت. وقد 
تنجمح بعض النباتات مثل 53ف0 :#زإنةدماةزمى على تحمل البيئة الجديدة يعد 
نقلها من المعمل إلى الصوية لقدرتها على اس ككمال نمو الجدر. وقد لا تنجمح أنواع 
أخرى مثل القرنقل والقنييط لسهولة ذبولها. لذلك فمن الضرورى أقلمة النباتات 
المعملية لكى تتحمل الظروف البيئية الجديدة فى الصوية أو الحقل. وتقوم بالتمثيل 
الضوئى بكفاءة تحفظ ليا حياتياء وتعمل الثعور بكفاءتها لكى تحافظ على المحتوى 
المائى للنيات وتكوين طبقة شمعية مناسية لحماية الخلايا. والشعيرات الجذرية 
للنياتات المعملية عادة ضعيفة ويسهل جرحها وتقطيعها عند تخليصها من البيئة 
إذا كانت صلبة تحتوى على اجار. ويجب تخليص الجذور من الآجار لاحتوائه على 
سكر يساعد على إصابة النياتات بالكائنات الدقيقة. وتحتاج إلى فترة زمنية حتى 
تعوضن ما فقدته من الشعيرات الجذرية. وخلال هذه الفترة قد تتعرض النباتات إلى 
الذيول والموت. لذلك يفضل تنمية النياتات فى المرحلة الأخيرة من الزراعة الثانوية 
على بيئة سائلة تحتوى على /5٠‏ من مكونات بيئة (25). ويفضل البعض غمس 
النياتات المعملية فى محلول مخفف من الأكسين لتشجيع تكوين ونمو الجذور 
عليها. ثم تنقل إلى تربة أو بيت موس ناعم. وقد تعقم الترية باليخار تحت ضغط 
أو بأشعة جاما. ويجب المحافظة على النياتات بعد نقلها إلى الترية وحمايتها من 
الإصابة بالأمراض والحشرات. 
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وتتعرض النياتات المعملية إلى فقد قدرتها على المعيشة التكافلية أثناء تموها فى 
المعمل. وتحتاج لقترة زمنية عقب نقلها خارج المعمل حتى تنمو الجذور ويتكون 
عليها عقد بكتيرية مثل الرايزوبيوم عسات معنطة] والميكوريزًا 122طجمعلا/ة. وثيت 
أن إضافة يكتيريا الميكوريزا أثناء فترة التقسية لنياتات البتولا اء815 و1(2ع2عناء.آ] 
وكناانااه!7! ك5ر///ات2آ يؤدى إلى تكوين عقد بكتيرية على /8٠١‏ من الجذور وينشغط 
نمو النباتات المحقونة بمعدل /0٠5‏ بالمقارئة بالئباتات غير المحقونة. 
قد يكون من الضرورى تعريض التباتات لمعاملة باردة (ه*م) لمدة 4- 8 أسابيع. 
وتتم هذه المعاملة فى ا معمل أو بعد نقل الئياتات مياشرة إلى البيئة الخارجية لكسر 
طور السكون. وكسر طور السكون له أهميته للأيصال والدرنات والكورمات وبراعم 
الأشجار والشجيرات لرفع نسبة نجام نمو النباتات. 
وقبل نقل النياتات إلى خاري ا معمل تنزع سدادات الأوانى تدريجيا لخفض الرطوبة 
النسيية داخلها ورفع حيوية التباتات لساعدتها على التأقلم مع البيئة الخارجية 
وتكوين طبقة شمعية فوق طبقة الكيوتيكل. بام خض * شدة الإضاءة تدريجيا. وبعد نقل 
النياتات ترفع الرطوبة النسبية بإحداث شبورة 2/150 أو ضباب 508 حول النباتات أر 
زراعتها تحت أغطية من اليلاستيك لمدة ١ -١‏ أسبوع . وقد تستعمل أحيانا رشاشات 
مائية مع خفض درجة الحرارة والضوء باستخدام التظليل. وقد تنقل التباتات المعملية 
إلى صوان كبيرة مقسمة إلى حجرات مريعة تحتوى على تربة» ثم تغطى بالبلاس تيك 
للمحافظة على المستوى المرتفع من الرطوبة على أن يتم رفع الأغطية تدريجيا حتى 
تتم أقلمة البادرات. وتوجد صوان بلاستيك تسمى غنؤام ونااط تحتوى على 4٠١‏ 
حجرة تملا بييئة صناعية مثل البيت موس مضاف! إليه مواد منشطة لتكوين الجذور. 
والبيت موس قادر على الانتفاخ بعد ترطيبه بالماء ويعمل على تثبيت النباتات. 7 
هذه !! لصوانى فى صوية نصف معقمة وتستخدم فيها رشاشات للمحافظة على الرطو 
النسبية المرتفعة. وبعد اكتمال نمو الجذور تبدأ السوق الحديثة فى النمو» مكل 
لنياتات إلى الصوبة ويزرع كل نيات على حده فى التربة. وتنجح هذه الطريقة فى 
زراعة عقل ساقية متكونة فى المعمل لنباتات :3]ء06:0 مع,لمء0000ل8 
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زراعة الأجنة الجنسية 
5 (723980116) 21ناجزء5 
أهمية زراعة الأجنة الجنسية 
الأجنة الجنسية (الزيجوتية) ناتجة من اند ماج محتويات حية اللقاح مع 
محتونات البيفة. وتفصل الأجنة فى أى مرحلة من مراحل نضي اليذرة لزراعتها 
قى المعمل. ولزراعة الأجنة أهمية فيما يلى: 


, 


--١‏ التخلب على حالة عدم إنيات اليذشور 

تستخدم زراعة الأجنة لبعض الأنواع النباتية التىيس تحيل إنيات بذورها فى 
الحقل مثل القلفاس تاتعادععه تبعهعهم/0) وائوز ومدتعتطاهط دكرالل 
؟- التخلب على ظاهرة السكون فى البذور 


قد يكون صلابة غطاء البذرة سبيا قى منع أو تقليل نفات الماء والأكسجين 
داخل اليذرة. وإنيات مثل هذه اليذور قد يكون بطيئًا جدا وقد يمتنع قماما. 
وتنيت هذه اليذور بعد إزالة غطائها. وقصل الأجنة غير الناضجة وزراعتها هى 
وسيلة للتغلب على ظاهرة السكون ومن أمثلة ذلك الورد اليلدى والتفاح ونخيل 


الزيت والأيريس. 
"- التعلب على ظاهرة عدم التواقق 


يتم فصل الأجنة قبل اكتمال نضجها ثم زراعتها فى المعمل. ومن أمئلة ذلك 
الهجدن الثاتجة من يعض الأنواع التايعة لجنس القاصوليا دناأوءقةطم وأقواع الليلى 
والكتان والقطن والطماطم والأرز والشعير. 


ذه 


*-إنتاج نياتات متجانسة 
بالزراعة المعملية لأجنة أحادية العدد الكروموس ومى تنتب نياتات أحادية» 
ويمضاعقة عدد الكروموس ومات بالكولشسين تنقج نباتات ثتائية متجانسة 


خصية. 


0-إكتار الأحجنة تلائية العدد الكروموسومى 

تطيق زراعة الأجنة الجنسية غير ا لإكثار نياتات ثلاثية العدد 
الكروموسومى » وهى نباتات تعطى ا غير مكتملة النضح وفيها الإتدوسيرم 
غير مكتمل التكوين , ومن أمثلتها | در لخ عور والفيوقان والجويدار. وتدتد النياتات 
الثلاثية من التهجين بين نياتات ثنائية ونياتات رياعية. 
1 التغلب على ظاهرة الموت الميكر للأجنة 

قد يتوقف مبكرا انتقال الماء والعناصر الغذائية للأجنة غير الناضجة ويسيب ذلك 
موت الأجنة ميكرا. ولوحظت هذه الظاهرة فى هجن بين أنواع ذات التواة الحجرية 
مثل الخوخ والكريز والمشمش والبرقوق . ولذلك تستخدم الزراعة المعملية الأجنة 
للتغلب على ظاهرة القشل المبكر لنمو الجنين فى الحقل. 


طرق فصل الأجنة من يعض اليذور 
تستخدم الأجنة غير الناضجة ولططمه عكنانقسص]! فى الزراعة المعملية لإكثار 
الثياتات التى مد تنتج يذورا يموت فيها الجنين ميكرا. لذلك يفضل فى هذه الحالة 
فصل الأجئة ميكرا من البذور» مع الحرص يعدم إحدات أى ضرر للجتين أثثاء 
فصله. ثم زراعته فى بيئة غذائية مناسية. وتزرع الأجنة الناضجة ولطمه عسطهكلة 
للتغلب 8 ظاهرة السكون. وفصل الأجنة من بذور تامة النضي بسهولة وتزرع قى 
بيئة غذ غذائية بسيطة مضافا إليها اجار وسكر وعناصر معدئية. 


و- 


وتعقم الأسطح الخارجية لكل من البذور الناضجة أو غير الناضجة يالطريقة 
العادية للتعقيم السطحى. بالنسبة للبدور الناضجة تشق القصرة لكى يصبح الجنين 
ظاهرا ويسهل فصله من القلقات. أما بالنسبة للأجنة غير الناضجة فيتم فتم غلاف 
الثسرة بحرص حتى تصيح البويضات المخصبة (أجنة غير ناضجة) وقد تحدد 
موقعها بدقة ثم تفصل بحرص. و يراعى عدم جرح الأجنة عند فصلها حتى لا تفشل 
فى نموها أو تكون كالس. ويفضل استخدام ميكروسكوب عند فضل الأجنة إذا كانت 
صغيرة أو أنسجتقها ضعيفة فى وجود مصدر ضوئى بارد (فلوروسنت) مع استخدام 
شفرة حادة و إيرة حقن. والاتى عرض لفصل يعض الأجنة : 

1- فصل جنين الشعير لاء82:!1 ولمطامء, حيث تفصل الحيوب من الستبلة» 
ثم تعقم وتشطف بماء مقطر» ثم ترص فى أطباق بترى بحيث يكون ظهر الحبة 
المحتوى على الجئين لأعلى. ثم تزال المنطقة القمية للثمرة ويستيعد غلاف الحبة 
وغطاء البذرة لكى يصبح الجنين حرا . عندئذ يقصل الجنين بواسطة مشرط ويثيت 

؟- فصل جنين الكريز هنوطسه بم:ءعط0)» حيث تنزع اليذور الضلبة من ثمار 
الكريز وتوضع فى إتاء به ماء للكشف عن حيويتهاء فاليذور الجيدة تغوص وترسب 
2 القاع. وتجمع اليذور الجيدة ثم تعقم تعقيما سطحيا. وتشق اليذرة المعقمة بحيث 
يصيح الجنين مرئيا. ثم تستخرج الأجنة يحرص ياستخدام ملقط مديب الطرف ثم 
تنقل مباشرة على بيئة غذائية صلية. 

«- فصل جنين الليلى همده لإاأناء تجمع الثمار بعد 50-4٠‏ يوما من 
الإخصاب وتعقم سطحيا يكحول إيثايل 55/. ثم تفصل البذور وتوضع فى إناء 
يحتوى على ماء معقم لمنع جفافها.. ويزال غطاء البذرة بكشطه بمشرط حتى 
يصبح الإندوسبرم مرئيا. ثم يشق غطاء البذرة طوليا فى اتجاهات متعددة. ويفصل 
الجئين بواسطة دفعه إلى خارج الإندوسبرم ويزرع مباشرة عقب فصله فى بيئة 


اين 


عوامل إنجاح زراعة الأجنة الجنسية 

-١‏ تختلف قدرة الأجنة على النمو فى ا معمل ياختلاف الصنف والنمط الوراثى 
8 والعمر الفسيولوجىء لذلك يجب التعرف إلى خصائص الأجنة ومرحلة 
النمو المناسية تقصلها. فقد تنجح بعض الأجنة إذا زرعت فى المعمل يعد اكتمال 
نضجها ولا تنجح إذا زرعت فى مرحلة ميكرة من النضج. ويفضل فصل الجنين 
ملتصقا به جزء من الإندوسبرم أو جزء من السويقة الجنينية |/زه00م:85 فى حالة 
صغر عمر الجئنين يصورة واضحة. 

؟- ينمو الجنين جيدا إذا كانت الفلقات أكثر نفجا وممتلئة بالمواد الغذائية 
المخزنة. أما بالنسية للبذور التى تحتوى فلقاتها على مسببات السكون فيجب إزالة 
الفاقات قبل زراعة الأجنة. وأحيانا تعامل نباتات الزينة المزهرة بالجيرلين قبل 
فصل الأجنة وهذا يؤدى إلى زيادة حجمها وسهولة قصلها. 

*- يؤدى تحسين الظروف البيئية المحيطة بنبات الأم إلى نمو جيد للأجنة 
المفصولة منها. 

4- تزرع الأجنة غير الناضجة بعد فصلها مباشرة على بيئة تحتوى على نسية 
مرتفعة من السكر. 

ه- يراعى .عدم تلوث الأجنة وعدم الإضرار بها أثناء فصلها من البذور خصوصا 
إذا كانت يذورا صلية. 

5- الأجنة المفصولة عمر 0- ١4‏ يوما تنمى فى ظلام قبل نقلها إلى الضوء 
لتشجيع تكوين الكلوروفيل. 

7- تحتاج مزارع الأجنة للأكسيجين يتركيز أعلى من تركيزه قى الهواء 
الجوى. 

8- درجة الحرارة المثلى لنمو الأجنة تختلف باختلاف النوع النباتى. وعادة 
تحضن الأجنة بعد زراعتها عند ؟08-511م. بينما يستلزم تحضين أجنة يعض 
الأنواع النباتية مثل الليلى 'إزانآا عند (10*م)» على أن يبقى نبات الأم لمدة 


5ه 


5-4 أساييع عند ه- 4م للحصول على نمو جيد للأجنة. وقد يس تلزم تعريض 
الأجنة لمعاملة ياردة (4”م) لكسر سكونها. 
البيئّة الغذائية المناسبة لتمو الأجنة 

تحتاج الأجنة الناضجة وغير الناضجة إلى بيئة صلبة يتوفر قيها العناصر الكيرى 
والصغرى والسكر. و تكون حموضتها +- ه 11م. وتستخدم بيئات عديدة مثل 
بيكة (1976) ءعأهمهكة لزراعة أجنة تبات 5أءمكدم-قسط هالءومه0 وأنواع نباتية 
أخرى» حيث تحتوى على أيونات أمونيا وبوتاسيوم وسكروز. وقد يكون لوجود 
الجلوكوز والقركتوز فى البيئة أهمية أحيانا. كما أن السكروز له أهمية كمصدر للطاقة 
ويساعد على خقض الضغط الأسموزى للبيئة خصوصا مع الأجنة غير الناضجة. 
وتنمو الأجنة الناضجة على بيئة تحتوى على 5- / سكروزء بينما تحتاج الأجنة 
غير التاضجة إلى بيئة تحتوى على 8- ؟5١/‏ سكروز. ولا تضاف منظمات النمو إلى 
بيئة الأجنة لاحتواء الأجنة على ما يكفيها منها. وإضافة منظمات النمو للبيئة يؤدى 
إلى تكوين كالس. ويقضل إضاقة الجبرلين أحيانا لييئة الأجنة المقصولة من يذور 
ساكتة لدوره الهام فى كسر السكون. وقد يستلزم إضافة يعض القيتاميتات لزارع 
الأجنة مثل الجلوتامين ء«اصهان1© كمصدر مام للنيتروجين وله أهمية خاصة لثمو 
الأجنة غير الناضجةء كما أن إضافة لين جوز الهند والكازين عنهدتزاهملنيط ماءكد© 
ومستخلص المولت لها أهميتها أيضا لنمو الأجنة غير الناضجة. 


للالا 


ل 


الباب الرايع 
البيئة الغذائية سداتلء11 11111021 
صور البيئات الغذائية 206012 01 كدمره*1 


5011 ييئّة صلية سنائلء10‎ -١ 


هى بيئة تحتوى على أجار أو جيلاتين أو 5اعو810 لإكسايها قواما هلاميا. 
ويفضل اس تخدام أجار نقى مثل اعاه]< -1110 ويضاف الأجار يتركيز 1/1١ ١,5‏ 
(وزن/ حجم) أو الجيلاتين بتركيز /١‏ (وزن/ حجم). 
؟- يِيئّة سائلة 2نداالء2: 11010110 

هى بيئة. لا تحتوى على اجار ويفضلها كثير من الباحثين فى الزّراعة المعملية 
بدلا من البيكة الصلية_ 
"'- بيئة تنائية الملظهر سناتلعطة عكقطظ ع1آطناه100 

الاستعمال المتفرد للييئة الصلية أو السائلة قى الزراعة المعملية قد يظهر التزجج 
10 لذلك تستخدم بيكة مزدوجة: المظهر وتجهز هذه البييئة يصب بيئة 
تحتوى على اجار فى قاع وعاء الزراعة» ثم تزرع عليها المادة النياتية» ثم يصب 
فوقها بيتة سائلة تحتوى على نقس مكونات البيئة الصلية ولكنها يدون أجار. 
وبذلك تكون المادة الثياتية متواجدة بين بيئة صلية وبيئة سائلة يحتويان على نفس 
المكوتات الغذائية. وبهذه الطريقة يسهل تقغيير الجزء السائل من الييئة كلما تطلب 
ذلك يبيئكة سائلة أخرى ممائلة ولكنها طازجة. 


"١ 


مقارتة بين البيئة الصلبة والسائلة 

1- بعض الأتواع الثباتية تنمو جيدا فى بيئة سائلة مثل نباتات العائلة -6م:8 
11356 بينما ينمو البعض الآخر بصورة جيدة فى بيئّة صلية. 

؟- تحتاج الأجزاء النباتية المزروعة فى بيئة سائلة إلى إمداد جيد من الهواء 
نظرا لانغماسها فى البيئة. لذلك تثبت الأوعية المزروعة على هزاز كهربائى لرجها 
بالسرعة المطلوية حتى لا تصاب الأجزاء النياتية يالضرر. 

م- انخفاض معدل استفادة الجزء النباتى أو الكالس من مكونات البيئة الصلبة. 
حيث إن سطح الجزء النباتى الملامس للبيئة الصلبة هو المستفيد فقط. بينما تستطيع 
جميع أسطم الجزء النباتى المتغمس فى البيئة السائلة امتصاص العناصر الغذائية 
ومنظمات النمو لوجود تماس مباشر مع البيئة. 

؛- تتركز الإفرازات 81103165 الخارجة من الأجزاء النباتية فى مكان واحد على 
الييئة الصلية مما يؤدى إلى إحداث الضرر أو الإطفار للنموات الجديدة. بينما تنتشر هذه 
الإفرازات فى البيئة السائلة بالرج» وبذلك يكون لها تأثير أقل ضررا على النموات. 

ه- عدم استفادة الجزء النياتى المنغمس تحت سطح البيئة الصلبة من تيادل 
الغارّات. بيثما الريج المستمر للبيئة السائلة يساعد على تبادل الغازات واستفادة 
الجزء النياتى المنقمس فيها من مكونات البيئة الغذائية. 

*- صعوية تخليص الجذور من البيئة الصلبة سالمة بدون أضرار» بينما يسهل 
تخليصها من البيئة السائلة. 

- سهولة تسجيل مقاييس النمو وسرعة التنئفس للنموات النامية على بيئة سائلة. 

8- ظاهرة الاستقطاب 20132201095 الناتجة عن تأثير الجاذبية الأرضية تكون 
واضحة على الكالس المنزرع على بيئة صلبة؛ بينما ليس لها تأثير واضح على 
الكالس المنزرع فى بيئة سائلة. 

9- عدم انتظام انتشار الضوء بين النباتات النامية على بيئة صلبة يؤثر على 
تموهاء بينما يكون انتشار الضوء أفضل فى حالة البيئة السائلة. 


؟" 


-٠‏ يكون انقسام الخلايا وتكشفها ونموها أسرع على البيكة السائلة. 
حركة البيئة السائلة 

5131023297 111110 110 بيئة سائلة ساكنة (12012 51210116]) انا‎ -١ 

هى طريقة شائعة الاستعمال فى إنتاج المواد الأيضية الثانوية -طماعمم بصة0مءء5 
65اذأ0 وفى زراعة البروتوبلاست. وتكون الييئة السائلة ساكنة لتحسين انقسام ونمو 
الخلايا ومنع إحداث الضرر بها. وتساعد على انتخاب الطفرات والهجن الناتجة 
"'- بيئة سائلة متحركة انانلءع2م: 110و[ 45112160 

يساعد استمرار حركة البيئة السائلة على وجود تماس مباشر بين سطح الجزء 
النياتى مع البيئة. وتعظيم استفادته من تجائنس انتشار العناصر الغذائية والغازات 
فى البيئة» واختفاء أعراض نقص العناصر واختناق الجذورء وتساعد حركة البيئة 
على انتضار الإفرازات السامة فى البيئة وعدم تركيزها فى منطقة الجذور. ويستخدم 
هراز كبربائى أو مقلب مغناطيسى لتحريك البيئة السائلة. ويثبت على الهزاز 
دوارق مخروطية كبيرة» يحتوى كل منها على /٠١‏ من سعته بيئة سائلة» ويعمل 
الجهاز بسرعة ٠5ه- ٠٠١‏ دورة/ الدقيقة. بينما يثبت على المقلب المغناطيسى دوارق 
مخروطية سعة ١5١‏ مللى» يحتوى الواحد منها على ١5‏ مللى بيئة سائلة» ويعمل 
بسرعة 5 دورة/ دقيقة. وللحصول على نتائج ممتازة يجب تجديد البيئة كل ٠١‏ 
أيام تقريبا. 
؟- بيئة سائلة دوارة 

تستخدم فى هذه الطريقة عجلة دوارة يثيت عليها دوارق مخروطية محتوية 


أجزاء نياتية منزرعة فى بيئة سائلة. وتدور العجلة بسرعة دورة واحدة/ دقيقة مما 


يؤدى إلى انتقال البيئة الغذائية من طرف الدورق إلى الطرف الآخر تاركة الجن 
النياتى متغعسا قى البيئة الغذائية» ثم فى تماس معهاء ثم معرضا للهواء مما يتيج 
فرصة لتيادل الغازات. وتستخدم هذه الطريقة فى زراعة الكالس وعديد من الأنواع 
النياتية. 
ماكينات هرازة ودوارة ١‏ 

تستخدم ماكينات هزازة 55315 ودوارة كعطلطء 2م ومتتهام8 لإسراع نمو الخلايا 
والأنسجة التياتية والكورمات الأولية (الكر 0 5 والمرستيمات المزروعة 
فى بيئة سائلة. ويستمر تشغيل هذه اماكينات لتتشيط تبادل الغازات ما بين الأكسيجين 
وثانىأكسيد الكريون وتقتيل تأثير الجاذبية 8 ضية وتجانس توزيع العناصر الغذائية 
والهرمونات واتتشار الإقرازات السامة فى البيئة السأئلة. ومن هذد الماكينات: 
() ماكينات بطيئة الحركة 

متها ماكينات دوارة يطيئة الحركة مثل عجلة أوركيد إعها0:110 وماكينة 
ستيوارد عدنداء3© لع#ناعا3ق وتتحرك يسرعة -١‏ 4 دورة/ دقيقةء ومنها ماكينات 
دوارة أكثر سرعة مثل انجهاز الهزاز الدوار دعطهطد ل«قادم8» ومنها ماكينات تجمع 
بين التوعين السايقين. وهذه النوعية من الماكينات تسمح للأنسجة المرستيمية 
أو الكورمات الأولية للأوركيد باس تعرار اليقاء فى البيئكة السائلة. وتختلف هذه 
الماكينات فى درجة اتحدار المنضدة المثيت عليها أواتى الزراعة. فمثلا ميل منضدة 
عجلة الأوركيد 44" بينما ميل منضدة ماكينة ستيوارد -١9‏ ه١*‏ . وتستخدم مع 
ماكينات ستيوارد دوارق رجاجية كييرة الحجم مستديرة القاع ات زوائد أتيوبية 
فىالمحيط القاعدى لها تساعد على تثبيتها. وتستخدم مع عجلة الأوركيد أتاييب 
اختبار توضع فى سلة أنابيب أو دوارق مخروطية ٠٠١‏ ملليئتر أو دوارق أصغر متها 


تثبت يمشدات خاصة وم0:ةا0). 


(ب) دولاب دوار أععطت عمتوام ]1 


يثبت عليه دوارق مخروطية زجاجية ذات زوائد 5هامم3]1 أنبوبية فى البحيط 
القاعدى لها. وتزرع الأجزاء النياتية فى الزوائد الأنبوبية. ويحتوى الدورق الواحد 
سعة لتر على عشرة زوائد أنبوبية. ويحتوى الدورق ٠5١‏ ملليلتر على ثمانية زوائد 
أنبويية. وتساعد حركة دوران الدولاب يمعدل -١‏ ؟ دورة/ الدقيقة على انتقال 
البيئة السائلة من جهة إلى أخرى داخل الزوائد الأنبويبة ويذلك يتحسن تبادل 
الغازات فيها خصوصا إذا كان غطاء الأنيوبة من القطن. وتستخدم هذه الطريقة 
بنجاح فى زراعة أنواع نباتية مختلفة. 


(ج) هزاز يبسطح مستو عع21ط5 212:02 

يستخدم هذا الجهاز لتفكيك الأجزاء النياتية إلى خلايا متفردة وتنشيط نموها 
وتكائرها. ويس تخدم لهذا الجهاز دوارق سعة ٠٠٠١ -1٠١‏ مللى تثبت بكليسات 
على السطح المستوى للجهاز. وتعتبر الدوارق سعة ٠٠١‏ مللىالمحتوية على ١؟-‏ 50 
مللى بيئة أو الدوارق سعة ١٠6؟‏ مللىالفحتوية على ٠١‏ مللى بيئة هى الأمثل لمعظم 
التجارب» على أن تغلق فوهة الدورق بسدادة قطن أو ورق ألومنيوم. ويعمل الحهاز 
بسرعة ١6٠ -٠‏ دورة/ دقيقة.. ويجب أن تكون الحركة تتابعية مدارية منتظمة 
تقدر من ؟- 4 سم. ويجب تأمين استمرار عمل الجهاز بدون انقطاع نتيجة إخفاق 
فى ميكانيكية الجهاز أو قطع التيار الكهريائى. ويجب توفير الظروف المناسبة للنمو 
مثل الحرارة والعناصر الغذائية وغيرها» وتتوقر الآن دوارق تتحمل الحرارة ومزودة 
بمدخل ومخرج لتسهيل إضافة بيئة طارجة وإخراج البيئة القديمة فى أى وقت 
أثناء التشغيل. وتوجد أتبوية لتبادل الغازات يمرر فيها الهواء الداخل للدورق خلال 
مرشحات تعقيم لمنع التلوث ويساعد على انتشار الخلايا بانتظام فى البيئة الغذائية. 
كما يوجد مدخل لقياس حموضة الييئة لتجنب التغيرات المحتمل حدوثها أثتاء 
نكرة التجرية. 
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معلق الخلايا دماقمءمدنا5 1[1ء0) 


تحضير معلق الخلايا 

يحضر معلق الخلايا بزراعة خلية فردية أو مجموعة من الخلايا فى بيئة سائلة 

تحتوى على اجار بهدف تفكيك وإكثار الخلايا. ويمكن المساعدة فى تفكيك 
الخلايا بالضغط الخفيف على الجزء النياتى الغض أو أجئة أو كالس باس تخدام 
قضيب زجاجى ثم زراعتها فى بيئة سائلة. وتستخدم دوارق مخروطية لها زوائد 
أنبوبية جانيية تحتوى على بيئة سائلة. وتزرع الخلايا النباتية أو أجزاء من 
الكالس داخل الزوائد الأنبوبية. وتثبت الدوارق على قرص دوار يتحرك بسرعة 
دورة واحدة/ الدقيقة. وبذلك تتكائر الخلايا ويرّداد عددها فى البيئة بعد فترة 
من الحركة المستمرة (1956 ,أضقط5 لمة لمعه اع 5) . ويستخدم فى ذلك جهاز 
هزاز ذات مسطح مسقتو . وتتمو الخلايا وتتكاثر مع استمرار رج الييئة السائله 
أثناء فترة الحضانة التىتستغرق -7١‏ 78 يوما مع المحافظة على تيادل الغازات 
وتجانس توزيع الخلايا فى الوسط الغذائى. لذلك فإن دراسة مكونات البيئة السائلة 
والنحافظة على حموضتها فى اتجاه نقطة التعادل لها أهمية كبيرة فى تسهيل 
تجزؤئة وتفكيك خلايا الكالس المتجمعة وتجائس انتشار الخلايا وتماسها المياشر 
مع البيئة السائلة. 


تثبيت الخلايا فى البيئة السائلة 
يمكن تنشيط النمو فى بيئة سائلة بدون استخدام أية وسيلة للتثبيت» حيث 
تغمس الخلايا والأنسجة فى بيئة غذائية مع استمرار الرج بهزاز كهريائى لتوفير 


التهوية الجيدة. وفى حالة عدم توفير جهاز الرج يمكن استخدام إحدى الطرق الآتية 
لتثبيت الخلايا : 


ك5 


-١‏ استخدام ورق ترشيح خال من الرماد 2ءمدم 1167 ووءلطكوم 

تعلق كبار من ورق الترشيح فوق سطح بيئة سائلة غير متحركة. ثم تثبت الأجزاء 
النباتية أو التجمعات الخلوية المتعددة على السطم العلوى لورقة الترشيح. ويساعد 
ورق الترشيح على إمداد الخلايا أو الجزء النباتى بالبيئة الغذائية ويحافظ على 
إبقائها ف الهواء فيسهل لها تبادل الغازات. 


"- استخدام قطع اسفنج 500286 1150056 تحت ورق ترشيح 

تستخدم كبار من ورق الترشيح كحامل للمادة الثياتية. و يضاف قطعة اسقنج 
تحت ورقة الترشيح. وفى هذه الطريقة يمكن إعادة اس تخدام المواد المستعملة. 
وإجراء الزراعة الثانوية بعد تغيير البيئة الغذائية وبدون تغيير الإناء المستخدم فى 
الزراعة. وتسهل هذه الطريقة فحص النموات واستبعاد غير الضالح مثئها. ويمكن 
نقل البادرات الناتجة بسهولة إلى التربة كما تتميز بأنها تحتاج إلى كميات أقل من 
المواد الغذائية. 


؟- الخمس 81020011218 


تغمس الخلايا أو اليروتويلاست قى مركيات مثل جيل بوليمر امع ءأتعم زاوم 
أو جيل الجينات الكالسيوم امع عأصنولة سدأءلدكت أو عدعة أو ءدمتذوة. ويعتير 
الجيئات الكالسيوم من المركيات غير السامة بينما 20106ا/لمعدلزاه80 غالبا تكون 
سامة ولا يفضل استخدامها. 


> الأصطياد الداخلى غ262 1مقتاصط 


تستخدم فى هذه الطريقة مناخل أو أغقية ليفية مسامية ع8 :1101108 
كنا أو فقومات مسامية 05:دم] عتاقهدام لعممه؟-عرط أو صوف زجاجى 
آمه؟ و5ودا) أو صوف صخرى 001 غ1001. كذلك تستخدم ألياف أنبوبية مصنوعة 
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من خلات السليلوز عنهقاء»ة 56هان]اء© أو سليكون متعدد الكريونات عومء!!51 
26 وترتب هذه الأغضية على هيئة حزم متوازية عند طرف الألياف 
الأنبوبية المحتوية على الخلاياء فيتم اصطياد الخلايا فى السافات البينية للأغشية 
الليفية وتمر البيئة الغذائية السائلة فى فراات الألياف. وتستخدم شبكة من مادة 
10310 376 طء:نالا201 لاصطياد الخلاياً حيث تتمو فى صورة تجمعات خلوية مع 


م التثبيت على كرات زجاجية 


تعلق الخلايا على كرات زجاجية داخلها فجوة هوائية تساعدها على الطفو فوق 
البيئة السائلة. 
الزراعة الثانوية لمعلق الخلايا 

عندما يصل أحد العتاصر المكونة للبيئة الغدائية إلى مرحلة الاستنزاف يصيح هو 
المتسبب فى انخفاض سرعة نمو وانقسام الخلاياء وتكون هذه الفترة هى المناسية 
للبدء فى الزراعة الثانوية المتكررة للخلايا. وتقم الزراعة الثانوية ياس تخدام ماصات 
أو حقن لنقل أحجام محددة من معلق الخلايا إلى بيئة سائلة طازجة تحتوى على 
نفس المكونات للبيثة السايقة. ويفضل أَخذ الكميات المطلوب زراعتها من السطح 
العلوى للمعلق الخلايا. 


مراحل انقسام الخلايا المعلقة 


'1 2 مرحلة تلكو الاتنقسام ع25طم ء128‎ --١ 


يحدث عقب الزراعة فى بيئة سائلة دخول الخلايا فى مرحلة سكون حركى 
مع زيادة نشضاط فسسيولوجى. وتبدأ هذه المرحلة يسلسلة من عمليات التمثيل 
الغذائى تتهيا يعدها الخلايا للاتقسام الميتوزى. ويحدث أثناء مرحلة التمثيل 
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الغذائى زيادة القدرة الاختزالية وإنتاج مركبات 817 والكريوهيدرات كمصدر 
للطاقة. لذلك يعتير إضافة السكروز للبيئة هاما جدا كمصدر للطاقة. حيث يتم 
أكسدة السكروز يواسطة دورة تحلل الجلوكوز 5زؤلإاه6/ا1© ودورة الينتوز ءو5مادء5 
3112م 0216م2205 ودورة حمض تراى كربوكسيليك 2610 ء1الا«مط:10103' وتزداد 
سرعة تمثيل البروتينات والأحماض النووية. كما تتأثر يشدة حالة ثبات مستوى 
إنزيم 80185 بما تحتويه البيئة الغذائية من الأكسين ونشاط إنزيم -2ا#انامعط5,. 
عكةلا! 21211201112 01112 
؟- مرحلة انقسام الخلايا ع5هطم 01971515 لاع 

فى هذه المرحلة تبدأ الخلايا فى الانقسام وتستمر فى الانقسام حتى يصبح واحدا 
أو أكثر من عناصر البيكة هو السبب فى بطهء أو توقف الانقسام. وفى تجربة زرعت 
خلايا القمة النامية لنبات الخرش وف 2103016 162015316102 وحضنت عند 8م 
وبعد سبعة أيام راد عدد الخلايا بمقدار ٠١‏ أضعاف العدد الذى بدأ يه. وخلال 
هذه الفترة زادت كمية الأكسجين المستهلك فى التنفسء وزاد ثيات الحمض النووى 
54 خلال ثلاثة الأيام الأولى من الزراعة المعملية» وزادت سرعة تمثيل البروتين 
نسبيا وانخقاض المواد الثانوية الممثلة مع تغير يبسيط فى حجم الخلايا وتميزت 
باحتوائها على فجوات صغيرة ولم يحدث لها تكشف. 
"- مرحلة الثيات العددى 25256-/51211011213 

تنخفض بوضوح سرعة انقسام الخلايا عندما يصل كثاقتها مرحلة الثيات 
العددى فى البيئة السائلة» وينخفض تنفسها وتمثيل الحمض النووى .80/8 
وتمثيل البروتين مع زيادة عدد الخلايا المحتوية على فجوات عضارية. ويرتبط 
توقف الخلايا عن الانقسام بزيادة تجمع بعض المركبات الأيضية الثانوية مثل 


بعض القلويدات والأنثوسيائينات والفينولات والأنثراكوينون. وثبيت أن ظهور 


م 


54 


المركيات الأيضية الثانوية يكون مصحوبا يتكشف محدود لخلايا نباتات العائلة 
الباذنجاتية عمء520ة1ه؟ خضوصا إذا لم تس تيدل البيئة الغذائية ببيئة حديثة 
التجهيزر. فمثلا إذا لم تجدد زراعة الكالس الخاص لنباتى 200282//ت6 دودمم 
وءكاه كل 7/ضرءومر/8 بعد نهاية أريعة الأسابيع الأولى من الزراعة قد يكون 
ذلك سببا فى تنشضيط نمو الجذور والسوق وتكوين نموات تشبه الأجنة خلال 
الأسابيع الأربعة التالية. وفى المرحلة الأخيرة من طور الثبات العددى للخلايا 
025-/[51261021 216آ قد تتكون الأجنة وتتكون مركبات 211210105 عصدمه:” 
مثل عماممعاة وكثير من مركبات عمتسم هنزء05ز21 وعمتم3اممم5. وتتجمع هذه 
المركبات فى التكوينات الخلوية المتكشفة وقد تتجمع فى التجمعات الخلوية 
البسيطة. وقد تظهر بعض التكشفات الخلوية وبعض الأعضاء النباتية يعد أن 
تصيح العناصر الغذائية وقد قاربت على النفاذ من البيئة الغذائية. ويتأثر ظهور 
هذه التكشفات بتمثيل مواد ثاتوية مشابهة لما تنتجه النباتات الكاملة. وتعد 
هذه ظاهرة طبيعية تيين أن سلامة تكوين المواد الأيضية الثانوية مرتيط يسلامة 
التركيب البنائى للخلايا. 
الكثاقة الحرحة للخلايا المعلقة 

تعرف الكثافة الحرجة للخلايا بأنها أقل كثافة من الخلايا يجب حقنها فى 
البيئة السائلة لكى تبدأ فى النمو والانقسام بصورة جيدة. فقد يؤدى زراعة عدد 
قليل من خلايا الكالس فى بيئة سائلة إلى فشلها فى استعادة قدرتها على الانقسام» 
وقد تنمو هذه الخلايا وتنقسم بسرعة إذا زرعت بكثافة أكبر فى بيئة غذائية مماثلة. 
لذلك فإن تقدير الكثافة الحرجة للخلايا فى البيئة السائلة عند بدء التجربة له 
أهمية. وتتهيأ الخلايا سريعا للانقسام عقب زراعتها فى البيئة السائلة» ويزداد 
عددها بتعدد انقسامها ختى ترتفع كثافة الخلايا فى المعلق. عندئذ تبدأ سرعة 
انقسام الخلايا فى الانخفاض تدريجيا ثتيجة تزاحمها. ويمكن أن يكون واحد 


ا 


أو أكثر من عناصر البيئة الغذائية هو المحدد لهذا الانقسام والوصول إلى مرحلة 
الثبات العددى للخلايا 356نم لائةه5]210. وعند هذه المرحلة يستلزم إجراء الزراعة 
الثانوية 8صذدا؛اده-طبا5 بهدف زيادة عدد الخلايا بما يكفى واحتياج العمل. ويمكن 
رسم خط بيانى يوضم العلاقة بين معدل نمو الخلايا أثناء فترة التحضين ابتداء من 
فترة ما بعد الزراعة مباشرة حتى الوصول إلى مرحلة ثبات عدد الخلايا. ويفضل 
إجراء الزراعة الثانوية بأخذ عينات من معلق الخلايا قبل وصولها إلى مرحلة 
الثبات أو عقب وصولها إلى هذه المرحلة مباشرة بدون تأخير للمحافظة على حيوية 
الخلايا وقدرتها على النمو والتكاثر. وتحديد مرحلة الثبات العددى للخلايا يكون 
وفقا للعدد الأولى للخلايا عند بدء الزراعة وسرعة نموها. ويفضل أن يكون التركيز 
الأول للخلايا ما بين ه,١-‏ ه,؟ * ”٠١‏ خلية/ سم'. ويزداد هذا التركيز أثناء فترة 
الحضانة فيصيح ٠ «» 5 -١‏ خلية/ سم". و يعنى ذلك أن جميع الخلايا انقسمت 
يمعدل 4- 5 مرات فى فترة -١14‏ 55 يوما. وإذا تم سحب عينة من الخلايا لإعادة 
زراعتها فإن الفترة اللازمة لبلوغها التركيز المذكور تصل إلى 5- 4 أيام فقط. 
تقدير عدد الخلايا المعلقة 

لقياس عدد الخلايا فى السنتيمتر المكعسب يستلزْم إضافة حجم واحد من معلق 
الخلايا إلى حجمين من محلول 8/ ثالث أكسيد الكروميك 606هنها مستسمعط0. ثم 
ترفع درجة حرارة المحلول إلى ٠“*م‏ لمدة ؟- ١6‏ دقيقة. وتحدد هذه الفترة الزمنية 
تبعالمرحلة نمو الخلايا فى البيئة الغذائية. بعدها يترك الخليط ليبرد ثم يهز بقوة 
لدة ٠١‏ دقائق فى جهاز هزاز. ويفضل إضافة اليكتين إلى معلق الخلايا للحصول 
على نتائج أفضل. ويخفف محلول الخلايا بمعدل مناسب لكى تصبم الخلايا سهلة 
العد والفحص تحت المجهر. ويتطلب الفحص المجهرى استخدام شرائح زجاجية 
تحتوى على ثلاث قئوات يصل عمقها إلى ٠٠٠١‏ ميكروميتر حيث يكون هذا العمق 
مناسبا لعظم خلايا الأنواع النياتية المختلفة. وتنقل عينة من معلق الخلايا إلى 


ا/ 


الشريحة وتترك فترة لكى تهدأ الخلايا وتثيت. ويمكن تحديد عددها تخت المجهر 
بقوة تكبير ٠٠١‏ مرة. ثم يتم حساب 0 
القنوات الثلاث بالشريحة. ويكرر ذلك لخمس شرائح تحتوى على عينات من نفس 
معلق الخلايا تحت الاختبار. ويجب أن تحتوى القناة الواحدة على ه- ٠١‏ خلاياء 
فإذا كان حجم القناة الواحدة يساوى ٠,44‏ ميكرولتر (آم) فإنه يمكن حساب عدد 
الخلايا على أساس واحد سنتيمتر مكعب. 


توجيه الخلايا المعلقة تحو النمو والتطور 

تنشضط سلسلة من العمليات الحيوية والفسيولوجية أثناء نمو الخلايا. فتمتص 
الخلايا حاجتها من البيئة الغذائية وتقوم أيضا بإفراز مواد أيضية. وتتأثر البيئة بكل 
من ظاهرتى الامتصاص والإفراز. ويتأثر بالتالى سرعة انقسام الخلايا ا ثموها. 
ويمكن توجيه الخلايا إلى النمو والتطور بتغيير المحتوى الغذائى للبيئة. والعلاقة 
المتوازنة للأكسين والس يتوكاينين فى البيكة 5 تأثير على تكشف الكالس. فزيادة 
تركيز السيتوكاينين (/412) بالنسبة للأكسين (188) فى البيئة الغذائية يؤدى إلى 
تكشف ونمو الأفرع من الكالس. وزيادة تركيز الأكسين بالتسية للسيتوكايئين يشجع 
تكوين الجذور. والتركيزات غير المتوازتة من السيتوكاينين والأكسين يؤدى إلى 
اضطراب الثمو أى لا يتكشف منه نموات خضرية ولا جذور. وهذه هى القاعدة العامة 
لعدد كبير من الأنواع النباتية لتوجيه النمو نحو تكوين نموات خضرية أو جذرية» 
وتختلقف الأنواع النياتية فى احتياجاتها المثلى للأكسينات والسيتوكاينينات» كذلك 
المكونات الأخرى للبيئة الغذائية لها أهمية فى تحديد مسار الثمو. وفى الواقع أن 
ميكانيكية تأثير منظمات النمو لم تتضح بعد. ويعتمد نشاط الخلايا الناتج عن تواجد 
منظمات النمو والمكونات الأخرى بالبيئة الغذائية على العمر الفسيولوجى للخلايا 
المزروعة وأصل النسيج المأخوذ منه الجزء النباتى وطول مدة يقاء الخلايا فى المعمل 
(1957 عا اتقة نلسد 5005 )ء 


يف 


المكونات الرئيسية للبيتة الغذائية 

تحديد المكونات الرئيسية للبيئة الغذائية 

تحتوى البيئة الغذائية على حوالى١٠؟‏ مركبا. وتتكون أساسا من ماء وسكر وعناصر 
معدنية ومنظمات نمو (جدول .)١‏ ويفضل الرجوع إلى الدراسات السابقة لتحديد 
ألبيئة المناسبة للنيات تحت الدراسة بدلا من إجراء سلسلة اختبارات لتحديد البيئة 
وتركيز كل مكون فيهاء وقد يستغرق ذلك فترة زمنية طويلة. لذلك يجب أن تبدأ 
التجارب الأولية بثلاثة تركيزات (منخفض» متوسطء مرتقع) على عناصر البيئة 
تلنيات تحت الاختبار كالآتى: 

- السكروز: يحضر عادة بتركيزات /١‏ و؟/ و4/. 

- العتاصر المعدتية: تستخدم بيئة 1962 ,(3/5) 51008 لمة عؤتطكة:نا]/1 كأساس 
تحضر منها تركيزات 8؟/ و١٠5/‏ و١٠٠/‏ من قوة العناصر المعدئية المذكورة بها. 

- الأكسينات مثل: (1848) لأعة أأعلؤانا8 -3 -100016 ويحضر يتركيزات ١,١01‏ 
وه,٠‏ وه ملليجرام/ لتر. 

- سيتوكاينيتات مثل: (848) عمامعلة انرجدء6-8 وتحضر بتركيزات ١٠ر١٠‏ وهمر» 
وه ملليجرام/ لتر. 

فإذا كان المطلوب إجراء تجارب أولية على 4 عوامل هئ : السكروز والعناصر 
المعدنية و(1848) و(84) . ويحضر من كل مركب فى ثلاثة تركيزات. فيكون عدد 
التراكيب المطلوب تحضيرها هى “' - 8١‏ تركيية. لذلك تجرى تجارب زراعة 
الأنسجة على ١‏ تركيبة غذائية. واختيار أفضلها من حيث تأثيرها على سرعة 
النفو وجودته. وبهذا يتم الوصول إلى الهدف فى أقصر فترة ممكنة. وقد يستلزْم . 
إجراء مزيد من الاختيارات لتحديد التركيز الأمثل من الأكسين أو السيتوكاينين. 
فإذا ثبت من التجربة الأولى أن أفضل تركيز مشلا هو ه. ٠‏ ملليجرام/ لتر. فيفضل 
إجراء سلسلة اختبارات أخرى تحتوى على تركيزات أقل وأعلى من ٠,5‏ مثل 0.١‏ 
لارءء هب٠ء‏ 6ر٠ ١‏ ملليجرام/ لتر. وقد يستلزْم إجراء سلسلة اختيارات أخرى 
إذا تغير نوع المحصول. 


وف 


جدول )١(‏ المكونات الرئيسية للبيئات الغذائية المستخدمة فى الزراعة المعملية 
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أهمية مكونات البيئة الغذائية 
١‏ -الماء ج110 


الماء من أهم المركبات فى البيئة الغذائية لأنه الوسطالذى تذوب فيه جميع 
الملكونات» ويستلزم استخدامه فى صورة مقطرة ومعقمة بدرجة عالية. ويفضل استخدام 


”ىق 


جهاز من الزجاج البيركس «ع:لا2 لتقطير الماء مرتين. خصوصا للزارع البروتوبلاست 
والخلايا الفردية والأنسجة المرستيمية. ويجب تنظيف جهاز التقطير من الداخل 
بمتورة مقط للمقلص :من الرؤانني والسوائب العالقة بالجهان والتحافطة على 
جودة الماء المقطر. ويلحق بجهاز التقطير جهاز مزيل للأيوئات +26نم0: -26. ويفضل 
البيعض استخدام أغشية أسموزية لترشيج وتنقية الماء اللقطر بهدف مزيد من النقاوة 
والتعقيم. ويخزن الماء المقطر فى أوان من البوليثين 6مهدالااه5: حيث يمكن أن 
تنطلق من جدر الأوانى الزجاجية إلى الماء المقطر أثار من الرصاص والصوديوم والزنك 
التى يحتويها الزجاج كشوائب. وإذا كان لابد من استخدام الزجاج لتخزين الماء 
فيجب أن يكون من النوع البيركس. 


؟- السكر :51082 

السكروز من المركبات الهامة جدا الذى يتم تمثيله طبيعيا فى النيات. ولابد من 
تواجده فى البيئة الغذائية لأهميته كمصدر للطاقة فى تكوين النموات الجديدة. وترجع 
أهميته إلى عدم كفاءة النباتات ا معملية فى بناء السكريات نتيجة ضعف الكلوروفيل 
وضعف الإضاءة. أو إطالة فترة الظلام التى تتعرض لها النياتات المعملية أحيانا مما 
يساعد على توقف البناء الضوئى تماما. كما أن تركيز ثانى أكسيد الكريون الناتج عن 
تنفس النياتات المعملية يكون محدودا وغير كاف لعملية التمثيل الضوثى ,60186 ©) 
.(:1997 511 :1993 ومن الناحية العملية يصعب إمداد البيئة بغاز ثانى أكسيد 
الكربون؛ وزيادة تركيزه داخل الأوانى المزروعة يؤدى إلى تسمم النباتات. ويضاف 
السكروز للبيئة ينسبة -١‏ 5/. وقد يستخدم الجلوكوز والفركتوز والمالتوز والجالاكتوز 
والسكريات الكحولية مثل الجلسرول والسوربيتول. ويعتمد تركيز السكروز المضاف 
للبيئة على نوع وعمر الثبات النامى. فالأجنة الصغيرة جدا تحتاج إلى نسبة عالية 
من السكروز. وزيادة تركيز السكروز فى البيئة عن التركيز الأمثل يؤدى إلى تدهور 
النموات نتيجة تثبيط عملية التمثيل الكربونى وتثبيط تكوين الكلوروفيل والسكروز 
المتوفر فى السوير ماركت مناسب لارتفاع نقاوته إذ يحتوى على 55,54/ سكروز 


ىف 


و؟٠,٠/‏ ماء و ٠,٠4‏ سكريات أخرى مثل الفركتوز والجلوكوز. وتعقيم البيئة 
بالأوتوكلاف قد يحدث تغييرات للسكريات. كما أن زيادة رقم حموضة البيئة عامل 
هام فى إحداث هذه التغيرات. وتساعد زراعة أجزاء جذرية فى البيئة على إحداث 
تغيير فى السكروز نتيجة نشاط إنزيم الإنفرتيز 1276:1256 المقرز من خلايا الجذر. 
واختلفت آراء الباحثين حول تأثير تعقيم الس كر بالأوتوكلاف. ويستخدم السكروز 
فى زراعة البروتويلاست للمحافظة على الضغط الأسموزى للبيئة الغذائية وحماية 
البروتوبلاست من الانفجار. ويضاف السوربيتول 50:61)01 أو السكروز بتركيز 77ر١‏ 
مولر للمحافظة على اليروتويلاست فى البيئة الغذائية. ويعتبر السوربيتوك أفضل 
مصدر للكربوهيدرات فى البيئات الخاصة بزراعة أنسجة نباتات العائلة الوردية 
2 . ويس تخدم السكروز بدلا من السوربيتول مع بعض الأنواع التابعة للعائلة 
الوردية. ومن ناحية أخرى تنمو أنسجة بعض النباتات مثل الخوخ صنف 8015606 
فى وجود السوربيتول بصورة أفضل بالمقارنة بالسكروز. 
" - الأملاح المعدنية 53115 [12ء1/10 

تشمل الأملاحج المعدنية على العناصر الضرورية الكبرى وهى النيتروجين والفوسفور 
واليوتا سيوم والكعا لسيوم وَاماعد غنسيوم والكبريت: ونقصها يسيب موت النيات. 
والعناصر الضرورية الصغرى وهى الحديد والمنجئيز والنحاس والزنك والبورون 
والمولييد نم والكلور والكوبالت. ويؤثر نقصها على انتظام سير العمليات الحيوية فى 
النيات» ولا تكون سبيا مباشرا فى موت النبات. 

وتعتبر بِينّة (1962) (305) ع5!008 300 6ع1 2/0135 من أكثر البيئات استعمالا فى 
الزراعة المعملية. وتستجيب لها معظم النباتات بسهولة. وقد تكون بيئة (3/5) غير 
مناسبة لثمو بعض الثياتات ذات الحساسية الشديدة للتركيزات المرتفعة من العناصر 
مثل نباتات 2/118 ,دبعذرع0 +870000610107 وبعض النباتات الخشبية : لذلك 
قد تستخدم تركيزات مخففة من بيئة (305) أو تستخدم بيئة أخرى منخفضة فى 


العتاصر المعدنية مثل بيئة 31018 أصدا نإل100ا 19807 ,م0 3246 نمه 10920آ) 


أ 


(1998 ,ملقطء2/13 لسصة 13أ38م02115 (1/211ا). ويفخضل تحضير الأملاح باس تخدام 
تركيز الأيونات بال ماليمولر. وتتعدد البيئات. وتختلقف فى محتواها من العناصر يما 
قن الأملاح» بينما بيئة 5م50 فقيرة فيها. ويحتاج الثيات 5-١‏ ملليمول/ 
لتر بوتاسيومء و1- ه ملليمول/ لتر من كل من الفوسقات (,1,50]) والكالسيوم 
وسور »6 والماغتسيوم [لسصدداية والكيريتات باه ). ويعغتير الحديد من العناصر 
الهامة فى البيئة لتأثيره المباشر على نمو وتكشف الأجزاء النباتية المزروعة. ويجب 
تواجد الحديد والعناصر المعدنية الأخرى فى صورة قايلة للامتصاض. مع العلم بأن 
أملاح الحديد فى صورة سترات 01206 وطرط رات 12:1216 صعبة الذوبان فى 
الماء وترسب يعد تحضيرها فى البيئة الغذائية. يينما تميزت بيئة (3/5) بوجود 
الحديد فى صورة مركب 156-8018: وهو من المركيات المخلبية المفضلة بالمقارتة 
يأملاح الحديد الأخرى لأهميته فى تنش يط تكوين الأجنة والنموات» ويؤخذ عليه 
عدم الثيات فى البيئة بعد تعقيمها بالأوتوكلاف» حيث يتحد مع مركيات أخرى 
ويرسب بعد عدة أيام. لذلك يفضل عليه مركب 801/8 -20208 لاحتوائه على 
الحديد والصوديوم. 

ويضاف النيتروجين إلى معظم البيئات فى صورة أمونيا 8]11,5) أو نترات (,000. 
فإذا كانت كمية النيتروجين المطلوب إضافتها للبيثة 17- 50٠‏ ملليمولر فيجب أن 
يكون تركيز الأمونيا ما بين 5- 4٠‏ ملليمولر. وتمتص معظم النياتات النترات بصورة 
أقضل من الأمونياء بينما تمتص بعض النباتات الأمونيا يصورة أفقضل مت النترات. 
وامتصاص التبات لأيونات الأمونيا يؤدى إلى انخقاض رقم حموضة البيئة وإسالة 
الآجار ويؤدى بالتانى إنى امتصاص النيتروجين فى صورة نيتريت (,0:0) 16ناة. 
النياتية فى المعمل. وأن أيون الأمونيا (م11]:) فى صورة كلوريد أمونيا 711,01 أو 
نترات أمونيا 011,80( يحقق نموا جيدا لكالس نباتى الكمثرى والتفاح. وإضافة 


يفا 


الأحماض الأمينية وخاصة الأسبرجين أمذعهدمكة أو الجلوتامين ومتصةنن!0 إلى 
البيئة فى وجود الأمونيا لم يُعْطِ أية زيادة ملحوظة فى النمو .(1970 .21 ]6 بطءكاذة© 
ويدخل النيتروجين فى تركيب الأحماض الأمينية والبروتين والكلوروفيل والأحماض 
النووية (22]8: 8718). ويدخل النيتروجين فى تركيب الإنزيمات التى تعتبر عاملا 
حيويا هاما تزيد من سرعة التفاعلات الحيوية بالخلية النباتية. ويدخل فى كثير 
من الهرمونات النباتية مثل الأكسينات التى تحتوى على حلقة الإندول مثل (184) 
والسيتوكاينينات مثل الكاينتين (/1610) والبنزايل أدينين (84). ويساعد الأكسين 
على نمو التياتات وتكوين الجذور وكسر السكون وينشط السيتوكاينين تكوين الأفرع 
والتكاثر وزيادة عدد النباتات. 

ويدخل الفوسقور فى تكوين الفوسفوليبيدات والأحماض النووية ومركيات 
جلوكوز-١-فوسقات‏ وأدينوزين ثلاثى الفوسفات (875) وأدينوزين ثنائى الفوسفات 
(82) وأديئوزين أحادى (83/8) وجميعها مركبات تمد الخلية بالطاقة. بينما 
يدخل ال ماغنسيوم فى تركيب الكلوروفيل ويعمل على زيادة اللون الأخضر فى 
النبات. وغيابه يؤدى إلى اصفرار النباتات ولا تستكمل دورة حياتها. ويؤدى نقص 
الكالسيوم فى النبات إلى عدم تكوين الصفيحة الوسطى «ااعدمةها 1410016 أثناء 
انقسام الخلية واصقرار النبات وإصابة القمة الثامية بالقرح 15 وظهور ظاهرة 
التزجج ه15 فى النياتات المعملية. ولا يستطيع النيات استكمال دورة 
حياته فى غياب عنصر الكالسيوم. والبوتاسيوم من العناصر الضرورية للنبات لأنه 
يساعد على امتصاص الماء وانتقال السكريات. ولم يعرف حتى الآن المركبات التى 
يدخل اليوتاسيوم فى تركيبها. ويؤدى غياب اليوتاسيوم كلية إلى فقد النبات قدرته 
على تكمله دورة حياته. والكبريت من العناصر الضرورية ويدخل فى تركيب بعض 
الأحماض الأمينية مثل السيستين والسيستاثين والميثيونين وجلوتاثيون. ويساعد 
الكبريت على إتمام تفاعلات الأكسدة والاختزال ولا يستطيع النبات تكملة دورة 
حياته فى حالة غيايه كليا. 
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:-الأجار مدعف 


يستخلص الآجار من حشائش البحر 56286605 فى صورة حبيبات كاء1اء2. ثم 
ينظف وينقى للتخلص من المواد السامة. ويوضم جدول (1) محتوى بعض أنواع 
الآجار من الشوائب العضوية وغير العضوية. ويس تخدم الآجار كمادة غروية فى 
معظم البيئات الغذائية. والآجار من مشتقات السكريات المتعددة وءل1تاءعدونزا0ط 
ذات الوزن الجزيئى الكبير. وله القدرة على ربط جزيئات الماء فيحول البيئة 
السائلة إلى غروية. ويخفض ظاهرة التزجج نتيجة انخفاض نسبة الرطوبة الممتصة. 
ويضاف اجار عدعش ماع83 160ز2 إلى البيئة الغذائية بتركيز ١,5‏ 0,8/. وللآجار 
القدرة على الارتباط بجزيئات الماء وادمصاص المركبات الكيميائية بالبيئة. وزيادة 
تركيز الآجار إلى /١‏ فى البيثة يؤدى إلى تصلب البيئة جدا ويصعب ثيات الجزء 
النياتى عليها نتيجة انخفاض الماء الميسر بالبيئة الغذائية مما يؤخر تكوين الجذور 
وانخفاض التلامس بين المادة التباتية والبيئة الغذائية مما يؤدى إلى اتخفاض 
قدرتها على امتصاص الماء والعناصر الغذائية. وإذا استخدم الآجار يتركيز أقل من 
4 تصبح البيئة غير متماسكة لزمم510 خصوما إذا كان رقم الحموضة منخقضا 
أيضا. بينما إذا اسستخدم التركيز 0,7 / وظلت البيئة غير متماسكة لذلك يجب 
الرجوع إلى تصحيح حموضة البيئة» لأن رقم الحموضة إذا كان أقل من ه,غ- 
4 يؤدى إلى عدم تماسك البيئة. ومضمون ذلك أن نمو المادة النباتية يتأثر بنوع 
الآجار وتركيزه: لذلك يفضل استخدام آجار نقى وعالى الجودة. ويوضح جدول 
() محتوى أجار 2150 من العناصر. وبالرغم من وجود أنواع أخرى معروقة من 
الآجار مثل عدعةالاطم مء5ز0 ندع 510 إلا إنه يفضل زراعة البروتويلاست أو 
الخلايا الفردية فى آجار ثقية جدا مثل الأجاروس 883,056. ويمكن استبدال 
الآجار يمركيات أخرى مثل: 

- البوليمرات الصناعية 5معدمنز1هم م1)ءطفملا5 مثل البيوجيل 2٠١‏ أع8108. وهو 
عبارة عن حبيبات بوى أكريليميد كا [اعم عل نما ئصعةنز[اه20, 
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- الجينات الصوديوم 21812216 50011013 ويستخدم فى زراعة اليروتويلاست . 
ومواد من السليولوز المتيلور (0048) عادوعبوع2 عا اأهائتص ووه 1ن ااء0 ولها أهمية 
خاصة فى تكوين جذور القنييط. 

- معقد الجيل رايت 061216 وهى مادة غروية عالية النقاوة» تتكون من سكريات 
عديدة مثل الجلوكورونيك عأمعباعب!© والجلوكوز والرأمنوز 11302056 وأرثو أسيتيل 
ميوتيز 5ه نأ2016 الإا0-48). ومعقد ع]51أ06 قادر على تكوين جيل لامع فى وجود 
ملم الائدة. وتعتمد قوة هذا الجيل على نوع الملم المضاف. فالكاتيونات الثنائية 
مثل الماغنسيوم (0.196 سلفات ماغنسيوم 71120. 318504) والكالسيوم تعطى جيلا 
أقوى من الجيل امضاف إليه أيونات أحادية التكافؤ مثل الصوديوم أو اليوتاسيو. 
ويحتاج عا1,ا0 إلى حرارة وتوقير كاتيونات ليكون القوام غرويا. ويوصى باستخدام 
7 جيل رايت. ويؤخذ عليه أنه يحتوى على اثار من مركيات فينولية قد تسبب 
سمية للنموات الثاتجة فى المعمل. 

- مادة نشوبةٌ تستخاص من نيات ما/تلأهعت عزمعامسامولل تستخدم يبتر بتركيز 
*اجرام/ لتر بيئة. وتذوب فى ألماء يدون استخدام حرارة. 


جدول (7) محتوى بعض أتواع الآجار من الشوائب العضوية وغير العضوية 


ا ا 38 عاطهخ1 الآجار اللكونات 
الح ال ا ا 


عتمام اناه 


ع0 


01 


جدول (") محتوى عهوثهُ م830 2110 من العناصر 


التركيب (جزء فى المليون) العتاصر 
20001 


م 
430.0-0 


6- معقدات طبيعية ع« اصحرمء اهدحت 

هى معقدات طبيعية مثل عصائر الطماطم واليرتقال والعنب والأناناس وماء جوز 
الهند وا موز المبروس ومستخلص الخميرة ومستخلص المولت. وتحتوى هذه المعقدات 
ومستخلصاتها على تركيزات عالية من السكروز وعناصر غذائية ومركيات هامة أخرق 
يستلزم دراستها لمعرفة مكوتاتها وعلاقتها بتنشيط النمو. فقد وجد أن زراعة أتسجة 
مفصولة من تياتات الموالج على بيئه مضافا إليها /٠١‏ عصير برتقال قد نمت بكقاءة 
تعادل ستة أضعاق مثيلتها التى لا تحتوى على عصير برتقال » وتعادل مثيلتها التى 
تحتوى على 7/٠١‏ سكروز (978! باهدكها8). كذلك ثيت أن ماء جوز الهند يحتوى 
على مركبات عديدة مثل 2/:017051101 الذى يدخل فى تركيب الييتات الغذائية 
كمتشضط للتمو: ويدخل أيضا فى بناء الفوس قغوليبيدات والمواد البكتينية فى الجهاز 
الخلوى وقى يتاء الغشاء اليلازمى. ويضاف إوزأوهم]ملز/9 إلى بيئة أنواع نياتية 
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عديد مثل البلارجونيوم 82014011012 الاندهععداء بتركيز ١٠ه- ٠٠١‏ ملليجرام/ لتر» 
ويعتبر هاما جدا لنمو كالس نيات 21682الإكقممعم كناوه:783 وتكشف كالس نيات 
358 ورويساعد ماء جوز الهند على نمو وتكشف الأنسجة الثباتية المزروعة 
فى المعمل لأنواع نباتية عديد مثل أجنة نبات الداتورا وتخاع نبات التبغ ومرستيم 
القمة النامية لنبات 511 03:6101. ويحتوى ماء جوز الهند على مركبات عديدة 
لها أهميتها فى انقسام الخلايا مثل 68لا الاءعام1١‏ والسيتوكاينين الطبيعى 2.2417 
ومركب مشابه للكينيتين (/1612) وهو أحد مركيات السيتوكاينينات. كما يحتوى 
على العديد من الأحماض الأمينية الحرة مثل فينيل ألآنين عماصداة انرمعاه الذى 
له دور فعال فى اتقسام خلايا نبات فول الصويا. ويضاف ماء جوز الهند للبيئة 
الغذائية بمعدل ٠ه- ١6١‏ ملليلتر/ لتر (#- )/1١6‏ . وتعتمد الكمية المضافة من ماء 
جوز الهند على عمر الثمرة حيث يتغير تركيبه بتقدم عمر الثمرة. وإضافة ماء جوز 
الهند مع الأكسينات للبيئة الغذائية يؤدى إلى انقسام سريع للخلايا. كذلك ثبت 
أن ماء ثمار جوز الهند الناضجة يحتوى على سيتوكاينين يسمى -دنقهطنع-9-8-2 
051215 ولذلك يستخدم السيتوكاينين قى حالة عدم توفر ماء جور الهند. كما 
يحتوى على نيتروجين مختزل له تأثير منشط قوى لنمو الأنسجة النباتية المختلفة. 
ويستخلص ماء جوز الهند بثقب الثمار بواسطة مثقاب كهربائى. ويجمع الماء من 
كل ثمرة على حدة فى كأس مستقل. ويختبر السائل للتأكد من صلاحيته. ثم يجمع 
الماء من الثمار السليمة ويرشح خلال شاشة جين. ويعقم الراشح بالأوتوكلاف لمدة 
6 دقيقة عند ١771م‏ ثم يترك ليبرد طول الليل. ثم يرشح فى صباح اليوم التالى؛ 
ويحفظ فى وعاء بلاستيك ذات غطاء قلاووظ عند ١5”م.‏ 


5 - معقدات طبيعية أخرى 


تستخدم بعض المعقدات الطبيعية الأخرى كمصادر للنيتروجين حيث تحتوى على 
أحماض أمينية وفيتامينات مثتل كازين 153:6ه:0/زطل#ا0356) ويضاف بتركيز ١ -١,1‏ 
جرام/ لتر. والبيتون ع0:7)م26 ويضاف بتركيز دهلار١-‏ لا جرام/ لتر. والتربتون -م/ن15 


م 


105 ويضاف بتركيز 6؟.١-‏ ؟ جرام/ لتر. ومستخلص المولت 5806© 11814 ويضاف 
بتركيز هور١- ١‏ جرام/ لتر. ومستخلص الخميرة 6118516 )035ل : ويضاف بتركيز 58 -١‏ 
؟ جرام/ لتر. وتستخدم الخميرة لاحتوائها على نسية مرتفعة من فيتامين 8 . 
- معقدات متنتوعة 0101105م012» 0115ع1132عع115/ا 
(أ) أمينات.متعددة 5وعصتتصةنوام0ط 

تستخدم هذه المركبيات لتشجيع خلايا الكالس على تكوين الأجنة. ومن هذه 
المركبات 176طمءم5 رزعم101ممرعءم5 رعماءدعجناط. ولوحظ زيادة مركبات :210106مءمة 
6ماء5ةاناط طبيعيا فى أجنة ثبات الجزر و نبات #م/7اهد مودء/140 أثناء تموهاء 
وإضافة مثبط البولى أمينات ه:أطاطه! و»منصدلرزه2 يتوقف تكوين الأجنة» وبإضافة 
أى مركب من الأميئات المتعددة تستأنف الأجنة نشاطها. ويتواجد مركب -د5عم]اناط 
6ء متزامنا مع بدء تكوين أجنة الجزر. وتساعد الأمينات المتعددة أيضا فى تكوين 
الجذور العرضية. ومضمون ذلك أن الأمينات المتعددة والإنزيمات المرتبطة بنشاطها 
لها أهمية فى ائضباط النمو وتطوره؛ ولها أهمية كبيرة أيضا فى حفظ الأنسجة 
والأصول الوراثية النادرة لقترات طويلة للاستقادة بها مستقبلا. ويبدو أن مركب -نا8 
6 مشتق من الحمض الأمينى #6نهأع41-.آ. وأن الأمينات المتعددة لها القدرة 
على منع تحويل الميثيونين عم1هونطاء84 إلى إيثلين عمءالاطا5. والتوازن الداخلى 
بين الإيثلين والأرجينين والأمينات المتعددة له دور هام فى انضباط تكوين الأجنة 
الجسمية (1986 ,ع2ه/لا 20 اداع ننةا). 


(ب) مركب فيتايل يوريا ومشتقاته 061217211765 115 لمة دعتنا ألإمعطط 
2010 

يعتبر مركب ([281) مثبطا لإنزيم 01035 (أصأءامال0 المؤكسد للسيتوكاينينات» 
لذلك يعمل (لأ12) على زيادة نشاط السيتوكاينينات (1986 ,اله11018). ويعتبر إنزيمى 


فذذا 


5ععنا [نزل لز :(«مكناعة1ل11) مدعنت أمعدال111 ومشتقاتهما من أكثر المركيات د نشاطا 
وفاعليةء ويعادل نشاطهما ٠١‏ الاف مرة قدر نشاط ([011)» كما أنهما أكثر نشاطا من 
الزايتين 262110 (سيتوكاينين طبيعى) . وينشط انزيم 10 111101 نمو الأفرع لنياتات 
أشجار خشبية عديدة » ويؤدى تركيز ه٠,٠- ٠.١‏ ميكرومولر من انزيم لم طلحة 111101" 
إلى زيادة ملحوظة فى عدد أة قرع نبات وزاتامعمعءه ونراع) ١‏ أكثر يا بالمقارتة بتركيز 
٠١ -5‏ ميكرومولر من مركب (1986 ,تأكدع1 (848) لد رعلر11). لذلك يجب أن تنال 
هذه المركيات اهتمام الياحثين 


(ج) الأدنين عمنادءل0م 

يضاف الأدئين فق صورة سلفات أدنين علةتاماناك عمتدعلة لسهولة ذويائه فى 
الماء. ويضاف بمعدل ؟- ١٠١‏ ملليجرام/ لتر للبيكة مايقة التجهيز الموجودة فى 
الأسواق (1948,آل15 هنة 51005 :1967 ,.لة 6 ,للءكاالة). ويشجم الأدنين تكوين 
الأفرع على أجزاء نباتية متعددة. 1 
- الأكسينات والسيتوكاينينات 

تعرف الهرمونات 272005ه1] 5 مركيات عضوية يتم تمثيليا فى النياتات 
الراقية يصورة طبيعية. وهى مركبات يظهر أثرها المنشط والمنظم فى التبات عندما 
يكون تركيرّها منختضا. 0 الأن توجد منظمات تمو صنتاعيه ممائلة 
للمركبات الطبيعية فى تأثيرها الفسيولوجى (1997 باع01). ويطلق على المركبات 
الطبيعية والصناعية اسم منظمات نمو 05اةأبوه؟ 000 لأمميتها الكبيرة فى 
0 نمو التبات وتطوره وتوزيع المركيات المعثلة فى النبات وانقسام الخلايا وزيادة 

ها وحجمها. وللأكسينات تاعاق والسيتوكاينيئات ستس نزم © أهمية كبيرة 

فى الزراعة المعملية. ومن المستحيل نجاح زراعة الأنسجة فى المعمل يدون منظمات 
نمو سواء كانت موجودة طبيعيا فى النسيج أم مضافة للبيئة الغذائية. والاتزان بين 
منظمات النمو المضافة للبيئثة ومنظمات التمو الموجودة طبيعيا فى الجِرّء النياتى 
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له أهمية كبيرة فى تنظيم الئمو وتكوين الشكل الخارجى للنموات. وعلى ذلك 
فالأجزاء النباتية التى تحتوى طبيعيا على قدر كاف من الأكسين أو السيتوكاينين 
لا تحتاج إلى إضافة مثل هذه المركيات إلى البيئة. والأنسجة الحديثة عاأمعلانال 
لهاالقدرة على الانقتسام وإنتاج نموات جديدة بدون إضافة منظمات نمو للبيئة 
لاحتوائها طبيعيا على منظمات نمو. بينما تحتاج الأنسجة البالغة غ01 إلى إضافة 
منظمات نمو للبيئة لتنشيط خلاياها على الانقسام. وطيقا لاحتياج النبات تقسم 
البيئات إلى بيئة يضاف إليها أكسينات فقط وبيئة يضاف إليها سيتوكاينينات 
فقط وبيثة يضاف إليها (اكسينات + سيتوكاينينات) وبيئة لا تحتاج إلى إضافة 
منظمات نمو. ويعتبر (1957) ,30111615 200 5008 أول من أوضم العلاقة بين تركيز 
الأوكسينات والسيتوكايننات وأهمية التوازن بيئهما فى البيئة الغذائية وأثر ذلك 
على طبيعة نمو وتكشف الأنسجة المزروعة. وتختلف النسبة بينهما باختلاف النوع 
النياتى. ويتم التعرف. إلى النسبة المثلى من خلال اليحث والتجرية. وتحقاج كثير 
من الأنسجة النباتية بشكل رئيسى إلى السيتوكاينينات فى حين لا يعتمد البعض 
الآخر على وجودها. وقد تبين أن احتياج الأنسجة النباتية إلى السيتوكاينينات هى 
صفة وراثية. ويعتبر المعدل الطبيعى فى جميع البيئات الأساسية لمزارع الأنسجة 
بالنسية هو ه.٠‏ ملليجرام/ لتر سيتوكاينين + ه ملليجرام/ لتر 188 فإذا زاد 
تركيز الأكسين 1848 يتكشف الكالس إلى جذورء وإذا اتنخفض تركيز الأكسين وزاد 
السيتوكاينين يتكشف الكالس إلى أقرع وأوراق جديدة ونبيتات جديدة ذات سوق 
وأوراق وجذور. 

وعند تحضير البيئة تذاب الأكسينات ١848‏ :184 :هذا فى اماء» وتكون أسهل 
فى الإذابة إذا كانت فى صورة ملم بوتاسيوم. ويمكن إذابتها أيضا فى صورتها 
الحامضية فى ١,١‏ مولر هيدروكسيد بوتاسيوم أو هيدروكسيد صوديوم. ويمكن إذابة 
السيتوكاينينات أيضا فى ٠.١‏ مولر هيدروكسيد بوتاسيوم أو هيدروكسيد صوديوم) 
بينما يذاب الجبرلين فى الماء. وتخزن محاليل ها والكينيتين فى الظلام لأنها 
غير ثابتة فى الضوء. بينما 184 284 : 2,4-0 :848 تكون أكثر ثباتا فى وجود 


هم 


الضوء. ويفقد مركب 184 نضاطه قى محلوله المائى تدريجيا بإطالة فترة التخزين» 
كما يفقد نشاطه أيضا بواسطة إنزيمات البيروكسيديز أ5ة0ن«ه2ء5 والإندول أسيتيك 
أسيد أوكسيديز 0005 فا . 


-١ 4‏ الأكسينات 1<2125الم 


تضاف الأكسينات غالبا للبيئة لتنشيط نمو الكالس وتكوين الجذور العرضية. 
وتؤدى التركيزات المنخفضة من الأكسينات إلى تكوين الجذور العرضية » بينما 
التركيزات المرتفعة منها تمنع تكوين الجذور وتؤدى إلى تكوين الكالس. وتثيط نمو 
السوق العرضية والإيطية لعدم قدرتها على كسر السيادة القمية» كما أنها تثبط 
تكوين الأجنة فى معلق الخلايا. وتعمل الأكسينات على استطالة الخلايا وانتقاخها 
وانقسامها وانتظام التكوين الظاهرى للئموات خصوصا إذا كانت فى اتزان مع 
السيتوكاينن (1997 ب![165©). وتتأثر الأكسينات كثيرا برقم الحموضة وكمية العناصر 
بالبيئة الغذائية. وتشمل الأكسينات العديد من المركيات أهمها: 

:(4ذا1) لأعة عامقاراظ 3-1200[1 برخخة]) لاعذم عناععةهطُ 3-1001 

ع شعاعءم عمعلقطخطمةكة ‏ :(2,4,5-15) لأاعة عتاععة زناه معطجممه اطع -2,4,5 
:44م 

0 عتاععم نزلاممعطمم2م1طن-4,4 :(2آ-2,4) ل[عم عاأععقمق وام معطم 01111020[-2,4 
بلقطع) 

(0 1 عه سقعه 1طءعاط) لأعلة عتمتامءام1020اع 11" -6,رذرة -10ملة-4 

ويعتبر (184) من الأكسينات الضعيفة ويتكون طبيعيا فى التبات ويخلق صناعيا. 
ويضاف إلى البيئة بتركيز ٠١ 0,0١‏ ملليجرام/ لتر. وتعتبر الأكسينات الصناعية 
مثل (1848 : 784 : 2,4-0) من الأكسينات القوية وتضاف للبيئة بتركيز ١,٠٠1‏ 
٠١‏ ملليجرام/ لتر. (2001 ,81 خه ,وعده1) ويرشح مركب (188) قبل إضافته للبيئة 
الغذائية باستخدام مرش حات بكتيرية لأن تعقيمه بالأرتوكلاف يؤدى إلى تكسيره 
وتقليل فاعليته. ويحفظ فى زجاجات بنية لأنه يفسد بالضوء. كذلك تحفظ البيئة 
المحتوية على (1848) فى ظلام تام حتى لا تفسد فاعليته. وتعمل الإضاءة على 


ى8 


تكسير هذا الأكسين فى البيئة الغذائية بعد 1١4‏ ساعة من التحضين. كذلك يتأثر 
(1848) بالحموضة والأملاح. ويلاحظ أن هذا الأكسين لا يذوب فى الماء ويجب إذابته 
أولا فى كحول إيثانول أو هيدروكسيد البوتاسيوم. ويحضر بإذاية ٠٠١‏ ملليجرام 
(1484) فى هيدروكسيد بوتاسيوم تركيز واحد عيارى ثم يكمل إلى ٠٠١‏ سنتيمتر 
مكعب يا ماء المقطر. 

ويستخدم (2,4-0) بتركيز عالٍ كمبيد حثسائش وبتركيزات منخفضة فى مزارع 
الأنسجة للمساعدة على تكوين الكالس بالاتزان مع السيتوكينين. ويستخدم (([ -2,4) 
فى مزارع الأنسجة فى نطاق محدود لأنه يساعد على إحداث الطفرات ويثبط أحيانا 
عملية التمثيل الضوئى» ولتجنب ذلك يوصى باستخدام مركب 7508 بدلا من (1 -2,4. 
بيئما لا تسبب (71484 ,84]) هذه الآثار. وتختلف نباتات الفلقة الواحدة عن نباتات 
الفلقتين فى استجايتها لتأث ثير (0 -2,4). ويرجع ذلك إلى قدرة نباتات الفلقة الواحدة 
على امتصاص (9 -2,4) وقدرة هذه المادة على تغيير السلوك الفسيولوجى حيث تمتع 
تكوين الصفيحة الوسطى 28:06113! 9010016 وتتلفها أثناء انقسام الخلايا. وثيت أن 
الأكسين (028) هو الأقل تأثيرا بالمقارنة بالأكسينات (5-7 ,2,4 :2 -2,4). وبمقارنة 
بالأكسين (144) وجد أن (2,4-1) يحفز النمو بمقدار 4- ١7‏ مرةء وأن (5-15 ,4 ,2) 
يحفز النمو يمقدار 4 مرات» بيئما (88©) يحفرّ النمو بمقدار مرتين فقط. 

ويستخدم الأكسين (02484 بكثرة فى مرارع الأنسجة النباتية لتكوين الكالس 
أو تكوين المجموع الجذرى فى المرحلة النهائية» ويعتبر أقل تأثيرا من 14 من 
حيث القدرة على إيقاف أو منع تكشف الأجزاء التباتية. والتركيزات المخففة من 
خخ تؤدى إلى تنشيط تكوين الجذور لبادرات العائلة لم8 1984 ,.21 أه بللرءاط) 
(1/36522. ويلاحظ أن الاتزان الداخلى للأكسينات والسيتوكينينات هو المحدد قى 
جميع حالات نمو النيات. 

ويذوب 7848 قى الإيثانول وهيدروكسيد البوتاسيوم» ويحضر بإذاية ٠٠١‏ 
ملليجرام من الهرمون فى هيدروكسيد البوتاسيوم تركيز واحد عيارى» ثم يكمل 
إلى ٠٠١‏ سنتيمتر مكعب (فى هذه الحالة يكون سنتيمتر واحد مكعب يعادل 


الى 


واحد ملليجرام). بينما يذاب 1 -2,4 فى كميات قليلة من هيدروكسيد اليوتاسيوم 
(1011). ويخفف المحلول بعد ذلك يإضافة الماء المقطر للوصول إلى الحجم المطلوب. 
وقد يستخدم مركب م51 اناد ابرطاءمز2 لإذاية الهرمونات فيه. وإندول حمض 
البيوتريك (1848) من الأوكسينات الهامة المستخدمة على نطاق واسع فى مزارع 
الأنسجة النباتية بهدف تكوين المجموع الجذرى. وهذا الهرمون ثايت نسبيا 
بالمقارنة يمركب (148): حيث إنه يتحمل التعقيم ولا يتأثر بالحرارة أو الضوءء 
ويسذوب أيضا فى كحول الإيثانول وهيدروكس يد البوتاسيوم. ويتم تحضيره مثل 


ه ؟' السيتوكينينات 5منص لم0 


السيتوكايئينات مركيات عضوية مكتقة من الأدنين عضلمء40 (أمينوبيورين 
(106نامممتسسق. ولها دور هام فئن انقسام الخلايا ونمو أنسجة التبات وتؤثر على 
العديد من العمليات الفسيولوجية مثل تأخير الشيخوخة ععدءء ودعت 5 للخلايا 
وتنشيط حركة العناصر امعدنية ونضج الكلوروبلاست وضبط التكوين امورفولوجى 
للنبات (2001 ..!2 61 ,10:765). كما أن للسيتوكاينين القدرة على تثبيط السيادة 
القمية وتنشيط نمو الأفرع الجانبية وكسر طور السكون» وتثبط نمو الجذور .6©076) 
(1993. ومن أكثر السيتوكايئيئنات استخداما :1617 , 84 , 218 (1997 بعانرعزم). 
ويذاب الكاينيتين (1612) فى الماء؛ ثم يعقم فى أوتوكلاف تحت ضغط بخارى 
واحد كيلوجرام/ سم' لمدة عشرة دقائق. ويذوب الكاينيتين و(84) فى قليل من 

حمض الهيدروكلوريك. ٠.١‏ عيارى. وتشمل السيتوكاينينات: 
-20 الزلعتمعم150 رلي34) عممتمعلة اتجمعظ -6 ب(ط4ت) عماسسط ممتصسة ابجوع3-ه 
وتأتالك خألمبالوناظ -6 رزمز 2) عصاصباظ ممتلمية نزلاج انوطاع مسلط يز بر -6 بيخ 1) عمتمء 
:.( لاتأع ملكا ) عمسوط 


.لماخهقع2) عمتصباط (100لمطتة [لإاعانا8 -2 -وجيهعا -اتإطاء للا -3 -بورمجلجآ1] -4) -5 


4م 


أهمية التوازن بين الأكسينات والسيتوكينينات 

الاتزان بين الأكسين والسيتوكاينين مطلوب غالبا لانتظام تكوين السوق والجذور 
العرضية. ففى مرحلة الزراعة الثانوية يجب أن يكون مس توى السيتوكايئين أعلى 
من الأكسين.ء بيتما ينشط تكوين الجذور إذا كان الأكسين فى مستوى أعلى من 
السيتوكاينين» وقد يكون وجود السيتوكينين فى البيئة غير ضرورى أحيانا روءع5ه1) 
(2001 ,21 1ه (شكل .)١‏ 


تكوين الكالس فى نياتات 
أحادية الفلقات 


تكوين الكالس فى نباتات 
ثنائية الفلقات 


شكل )١(‏ تأثير توازن الأكسين: السيتوكاينين على النمو والتكشف 
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ه ؟ الجيرلين 05 [ااعء06100 

يؤدى إضافة (الجيرئين + الأكسين) إلى استطالة الخلايا والسلاميات ونمو المرستيمات. 
ويضاف الجبرلين للبيئة لكسر سكون الأجنة والبراعم والبذور والدرنات وغيرها. ويثيط 
الجبرلين تكوين ونمو الجذور. وتضاف الجبريلينات (6843+ 647) لبعض مزارع 
الأنسجة» و(643) هو من أكثر المركيات استعمالاء والجبريليتات حساسة جدا للحرارة 
حيث يؤدى تعقيمها بالأوتوكلاف إلى تحطيم 4٠١‏ من نشاطها البيولوجى. 
4ه منظمات نمو أخرى 
ف-١1‏ أوليجوسكارين كمتعقطءع0118052 

تدخل الأوليجوسكارين فى تركيب جدر الخلايا وتنظم سرعة النمو وتكشف 
الجذور والأزهار ونمو البراعم الخضرية» ولها أهمية فى حماية النبات ضد بعض 
الأمراض وتغييرات الظروف البيئية. 
4 ؟- حمض الأبسيسيك (42848) 2010 أأواءوطمف 

ثبت أن حمض الأبسيسيك له تأثير سلبى على مزارع الأنسجة وعلى نمو الكالس 
وتكوين الجئين. 
3؟ الإيثلين عمع انتآ 

الأجزاء الثباتية هى المصدر الرئيسى للإيثلين المتجمع فى أوائى الزراعة. 
والأوعية البلاستيكية مصدر آخر للإيثلين. ويزداد تجمعه خلال الأيام الخمسة 
الأول من الزراعة ثم ينخفض بعد ذلك. ويؤدى زيادة تجمعه إلى تثييط نمو وتكوين 


الزراعة يؤدى إلى التخلص من حوالى١0/‏ من الإيثلين. وللإيثلين دور هام فى تكوين 
الأيصال (1986 .21 ا اناق هذ/ا). 
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هك 54 قلوروحجلوسيتول [0ماءناأع 21020 

هو مركب فينولى له تأثير مثبط لإنزيم 1848-0«*10356 المسئول عن تحلل 
الأوكسين 8خ1. لذلك فإن له القدرة على تنشيط النمو وتكوين السوق. ويؤدى إضاقة 
فلوروجلوسينول مع 188 إلى البيئة. إلى تنشيط نمو الجذور. 
ه- م مركبات فيتايل يوريا 205ناممحدمء وعكنا ألإمعطم121 
الجانبية. حيث تقوم هذه المركبات بوقف نقاط إنزيم عكة0أ»«ه هتهاهالان0 المؤكسد 
للسيتوكاينين. وبالتالى تحتفظ الخلايا بمستواها الداخلى من السيتوكاينين التى لها 
أهمية فى عمليات التضاعف الكروموسومى. 
٠١‏ فيتاميئنات 20125 ة 1/1 

معظم النياتات قادرة على تمثيل الفيتامينات إلا إنه لم يدرس الاحتياج الفعلى 
للأجزاء النباتية من الفيتاميتات. ويضاف واحد أو أكثر من الفيتامينات لتحفيرٌ 
النئمو. حيث ثيت أن حامض الفوليك وحمض (08848) يحقؤان النمو ولكنهما غير 
أساسيين فى البيئة. وأن الثيامين 1101 م اتموذط+ أساسى لنمو كالس نبات التيغ. 
وحمض الأسكوربيك لايحتاجه النبات ولكنه يشجع على النمو فقط فى غياب 
أو انخفاض تركيز الثيامين. ويضاف حمض الأسكورييك كمركب مشاد للأكسدة 
وحماية الأجزاء النياتية من الاسوداد (جدول 4). 


جدول (؟) التركيز المناسب من الفيقامينات 


ارقي 


هه 
10-01 (82 مأسماتلا) ماحد رمطتي. 


4١ 


0 عتمتامع ان 


١‏ أحماض أمينية 20105 منتلصم 

الأحماض الأمينية لبا أهميتها إذا كان النيات غير قادر على بناء البروتين بالقدر 
الكافسئى لاحتياجه. ويضاف الكازين 5زؤلااه,لئزط 5أ0256 للبيئة كمصدر للأحماض 
الأمينية بنسية هءرء- ١ر٠/.‏ ويضاف غاليا زعماع مهمد هآ زعماء 01 بعمتكمررز1ة 
]0سا كمصادر إضافية للأموثيا بمعدل ٠٠١‏ ملليجرام/ لتر. وقد يضاف 
سلقات الأدنين غ21 إناة 8068106 إلى البيئة لتحسين النمو وتكوين الأفرع. ويضاف 
وأءنز1 0 :ه31 كمصادر للنيتروجين العضوى. 


400572160 022002[ الفحم التباتى النشط‎ -١ 
ينتسيج الفحم النياتى يتفحيم الخشب عند حرارة مرتقعة ف وجود بخار الماء.‎ 


ذه 


ويحتوى الفحم على قراغات بينية دقيقة جد!ا تجعل مساحة المسطح الفعال به كبيرة 
وقادرة على ادمصاص جميع المواد السامة والغازات. ويحتوى الفحم النياتى على ه9- 
85 فحم نشطهء لذلك يفضل القحم النباتى عن الفحم الحيوانى. ويقضل استخدام 
الفحم نباتى النوع 20.2186 23465 ويضاف للبيئة بتركيز 0.17- 7/ (وزن/ حجم) 
ومن أهم مميزاته: إكساب البيئة لونا غامقا فتصيح مناسبة لتمو الجذور وامتصاص: 

- الصبغات السامة الملونة الناتجة من المركبات الفينولية مثل الميلانين وغير ال ملونة 
الأخرى. 

- المواد السامة التىتفرزها الأجزاء النياتية المفصولة من الموز والأشجار الخشبية. 

- المركيات العضوية مثل منظمات الثمو والإيثلين والفيتامينات والحديد والزنك 
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وغيرها. 

- مركب (11211) لدمنقعي؟ الرطاعم بودهرلكز1ة الناتج من انحلال السكروز أثناء 
التعقيم . 

- مركب قيتيل حمض الخليك 2610 عتاءعمة انزدءا وحمض الينزويك 2010 ع1مدمء8 
التى تنتجها النبأتات النامية قى ا معمل_ 

- يساعد على انتظام وثيات رقم حموضه البيئة الغذائية. 

ويضاف القحم النياتى للبيئة كحاقز لتمو وتكوين الأعضاء 5أدعمععهمدع:0 
والأجنة جاوزلل ةا لأنواع عديدة مكل تكوين الأجنة من متوك الأنيمون 
00 والتيبغ 8 والقيوناري! دتقةهناظ والأوركيدات 05105 واجنة 
تنخيل البلح والقمم النامية تنيات الرّتجبيل :01252 والبصل والجزر البرى» بينما 
يعتير متيطا لتمو فول الصويا وكالس تبات التبغ (1983 ,مله تسسة). 


البيئات الغذائية شائعة الاستعمال 
تتكون البيئات أساسا من أملاح العناصر الأساسية الكبرى والصغرى مضاقا 
إليها سكروز كمصدر كريونى ومواد أخرى مثل الفيتامينات والأحماض الأمينية 
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والأوكسينات والسيتوكاينينات والجبرلين والمركب المخلبى 8014 وبعض 
المستخلصات الطبيعية مثل ماء جوز الهؤند وخلاصة الخميرة وعصير الطماطم 
وغيرها. وقد تكون مكونات البيئة المناسبة لتحقيز جرء نياتى معين ليكون كالس 
ليست من الضرورة أن تكون مناسبة لتكشف النموات الخضرية والجذرية من هذا 
الكالس. كما أن مكونات البيئة السائلة المناسبة لنمو جزء نباتى معين لا يعنى أن 
تكون مناسبة لإحداث نفس الأثر إذا كانت بيئة صلية. وتستخدم عديد من البيئات 
فى معامل زراعة الأنسجة والخلايا النباتية. وتختلف هذه البيئات فى مكوناتها 
ومن أشهر هذه البيئات: 
١‏ بيئة 1962 ,(345) 51008 لننة عع أطكة3/111 

وهى من أشهر البيئات الغذائية» وتستخدم بكثرة فى معامل زراعة الأنسجة 
والخلايا النباتية. وتستخدم لتحفيز الأجزاء الئباتية على النمو وتكوين نياتات 
كاملة لاحتوائها على تسب عالية من النيتروجين والبوتاسيوم. كذلك تستخدم بيئة 
(805) لإجراء التجارب عليها عندما يكون الاحتياج الفعلى للئبات غير معروف 
وأن الثيات غير حساس للتركيزات المرتقعة من العناصر. فإذا كان النيات حساسا 
للأملام فيس تخدم خليط العناصر الغذائية الكبرى والصغرى لبيئة 1953 ,1811165 
وإذا كان التبات حساسا جدا للأملاح فتستخدم بيئة 1884 ,208ك!. 


؟'- بيئة 1963 ,(18/11) مأنط/3ا 


وتتميز ياحتوائها على تركيزات منخفضة جدا من التيتروجين واليوتاسيوم بحيث 
لا يتناسب مع إحداث تمو جيد للكالس والخلايا النياتية. وعلى الباحث أن يدخل 
بعض التغييرات المناسبة على تركيز هذين العنصرين يما يناسب نوع النبات تحت 
التجرية (جذول ©ه). 
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* - بيئة 1976 ,(85) .21 أء ,8ه طاضة 0 

استخدمت لأول مرة فى زراعة خلايا نيات قول الصوياء وتتميز بارتفاع نسبة 
النيتروجين والبوتاسيوم. وتستخدم بعد إضافة (1 -4 ,2) للبيئة بهدف تحفيز الخلايا 
على الانقسام والتكاثر السريع. 


جدول (ه6) مكونات بيئة (17/11) 1/516 من العناصر الصغرى والكبرى 


| مااصة 
2 4 
3 
2 3 
ش 
2 ف 


4 
رع 

2 
| هاايضية 
سحت كك كح 
الح اكه 
ا« | متمد 


5١6ه‎ 


ارشادات عامة عند تحضير البيكة 


-١‏ تحضر محاليل مركزة من جميع الأملاح المعدنية والقيتامينات ومنظمات 
الئمو والهرمونات التى تدخل قى تركيب البيئة الغذائية (جداول 5- .)٠١‏ ويقضل 
ترشيح هذه المحاليل باستخدام ورق ترشيح رقم (*) قبل حفظها. 
وتحضر العناصر الكبرى والصغرى كل على حدة يكميات تكفى مستقيلا لعدة 
تحضيرات من الييئة. وتخزن هذه المحاليل فى ظلام فى غرفة عادية. ويوجد فى 
الأسواق مخلوط من العناصر الكيرى والصغرى سايقة اموي ا تجاريا 05 
كاآةى» على أن تتبع الإأرشادات المسجلة على العبوة لتجنب يعض المشاكل مثل 
سرعة الترسيب. 

؟- تحفظ المحاليل المركزة بعيدا عن الأتربة ومصادر التلوث عند ؟- 4*م» مع 
مرعاة عدم تكوين رواسب أو تغيير لونها. ويجب استخدام هذه المحائيل فى فترة 
لا تزيد عن "٠‏ يوما. 

+- تجرأ محاليل الفيتامينات ومنظمات النمو المركزة فى أنابيب اختيارء» تحتوى 
كل أنبوية على القدر المطلوب إغافته للييئة عند تحضيرها ثم تخزن الأناييب عند 
(-0٠8”م)‏ لحين وقت استعمالها لضمان سلامة محتوى الأنابيب من التلوث. وتحفظ 
المحاليل المركزة لإندول حمض الخليك (1848) قى مكان مظلم عند ؟- 4 أم. 

:- تضاف خلاصة الخميرة والسكر والإتزيمات إلى البيكة عند تحفيرها. ويضاف 
/١ 5‏ آجار عند تحضير البيئة الصلبةء ويفقضل أن يكون الآجار على هيئة 
مسحوق. 

ه- يرشح لبن جوز الهند عقب استخراجه من الثمار ثم يعقم بالأوتوكلاف ويحفظ 
عند (-50م) لسرعة قساده 

*- قبل تعقيم المركبات سريعة التلف بالأوتوكلاف يفضل ترشيحها أولا باستخدام 


ورق ترشيح رقم اه ثم تعقم ياستخدام مرشضحات التعقيم كع 341 عردم !3/111 
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مسامية (هبر 0.22). وعند ترشيح المحاليل المخففة جدا من منظمات الثمو خلال 
مرشحات التعقيم يفضل التخلص من الكمية الأولى من الراشح لاحتمال إدمصاص جزء 
من الهرمون على سطم المرشحات مما يسبب انخفاض تركيزه. 

- تكتب جميع البيانات على الأوائى المحتوية على المحاليل مثل اسم المادة 
وتركيزها وتاريخ التحضير وأى بيانات تضمن سلامة المحاليل واستخدامها قبل 
فسادها وفقد جودتها. 

8- إذا كان المطلوب استخدام بيئات صلبة أو سائلة مثل البيئات المستخدمة فى 
زراعة الأجنة فتوضع أنابيب الاختبار على مسطح مائل عقب تعقيمها واستخراجها 
من الأوتوكلاف عند ه4- 0ه'م . 

9- يس تخدم ماء خالٍ من الأيونات 15 لعبننوو26-1 يدلا من استخدام مياه 
الصنبور لارتفاع محتواه من أيوناث الكالسيوم الذى يترسب فى قاع الأوتوكلاف. 

-٠‏ يجب تحديد زمن التعقيم ودرجة الحرارة اللازمة للتعقيم. وقد تستخدم 
بكتيريا كلل/ابام -ه1تد طاميهعاه عدالازهه8 كدليل بيولوجى للتعرف على سلامة 
التعقيم حيث تموت بعد ؟١- ١5‏ دقيقة من التعقيم عند 11م 

خطوات تحضير البيئة الغذائية 

-١‏ تحضر العناصر الكبرى كل بمعفرده فى محلول حجمه أتر واأحد ويسمى 
10 ممتااه5 عاع5)0). 

؟- تحضر العناصر الصغرى كل بمقرده فى محلول حجمه لتر واحد ويسهى 
(2 صم أأتامة. عاعم51). 

+- يحضر محلول يحتوى على حديد مخليى 86-0613216 بمفرده فى لتر ؤاحد. 

4- يوضع دورق زجاجى يحتوى على 5٠١‏ ملليلتر ماء مقطر على مسطح ساخن 
لتسخين الماء؛ ثم تضاف إليه الكمية المطلوية من السكر»ء ويرفع المحلول مباشرة عن 
السخان بمجرد وضع السكر. 


باق 


ه- يضاف إلى محلول السكر الكميات المطلوبة من العناصر الكيرى والعناصر 
الصغرى والحديد المخلبى مع التقليب الجيد» ثم يوضع بعد ذلك على المسطح 
الساخن حتى الغليان. 

5- تضاف الأحماض الأمينية الطلوية بالتركيز المحدد لها. وتختلف نوعها 
وكميتها باختلاف نوع النبات. 

- تضاف الفيتامينات للبيئة خصوصا فيتامين (,8) لأهميته حيث لا يتم 
تخليقه فى النبات» وذلك بالتركيز المحدد للنيات تحت التجربة. وقد لا يستلزم 
إضافة فيتامينات إذا كانت أجزاء ورقية أو خلايا أو كلوروبلاست لأنها تحتوى 
على فيتامينات مخلقة ذاتيا. 

+- يضاف أحيانا بعض المعقدات الطبيعية مثل لبن جوز الهئند وعصير الطماطم 
وعصير البرتقال ومستخلص الخميرة ومستخلص النشا والكازين لقدرتها العالية على 
تنشيط النمو. 

- تضاف منظمات النمو (الأكسيئات والسيتوكاينينات) عادة يتركيزات 
منخفضة جدا مع مراعاة الاتزان بينهما ونسبة الإضافة حسب الهدف من الزراعة. 
وقد يضاف الجبرلين لبعض البيئات إذا كان له أهمية. 

-٠‏ تضبط حموضة البيئة عند /ا.ه- 8ره باستخدام جهاز :066 -11م ويستخدم فى 
ذلك محاليل مخففة من هيدروكسيد صوديوم وحامض هيدر وكلوريك. ثم يضاف الآجار 
عند تحضير البيئة الصلية فقط. ويخلط الآجار مع ماء يارد مع التقليب الجيد ثم يضاف 
إلى البيئة. ويجب عدم إضافة الآجار أثناء غليان الماء حتى لا يحدث طيخ زائد له ويسيب 
تأثيرات ضارة. ويفضل إضافة الآجار باستخدام قمع مع الحرص بعدم تكوين تكتلات فى 
المحلول أو حدوث فوران أو رغاوى. ثم يستكمل الحجم إلى واحد لتر بالماء المقطر. 

-1١‏ توزع البيئة المحضرة على أوانى الزراعة (أنابيب» دوارق مخروطية » برطمانات). 
ويراعى انتظام توريع البيئة الغذائية ومنع التصاقها بالجدار الداخلى أو الخارجى. 


لالالا 
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نات 


جدول (5) محتوى بعضى البيئات الغذائية الهامة من الآ يو 


لاد 
اي لين إبالين ل | اأمعدممممنم 7 
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جدول (7) محتوى بعض البيئات الغذائية الهامة من العناصر الكبرى 
(ملليجرام/لتر) 
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تابع جدول (7) 
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جدول (8) محتوى بعض البيئات الغذائية الهامة من العناصر الصغرى 
(ملليجرام/ لتر) 
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,(521) المدئطء 11:10 قمة علمغطء5 .6 .1976 ,(85) .21 اع رعتمطسة0 .5 
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جدول (4) محتوى بعض البيئات الغذائية من العناصر الكبرى 
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الاحتياطات الواجية عند تحضير البيئة 


١د‏ يجب أن تكون جميع المواد الداخلة فى تركيب البيئة الغذائية نقية» 
وتستخدم ملعقة نظيفة معقمة لكل مادة. ثم تعاد عبوات المركبات الكيميائية إلى 
أماكن حفظها بعد غلقها جيدا. 

؟- توجد فى الأسواق بيئات غذائية جاهزة التحضير تحتوى على العناصر 
الكبرى والضغرى وحديد مخلبى. ويقضل استخدامها لأسباب اقتصادية وتوفيرا 
للوقت والمجهود. 

- تحضر البيئة باستخدام المحاليل المركزة للعناصر الكبرى والعناصر الصغرى 
التى سيق تحضيرها. ويوزن الآجار والسكر عند الحاجة إليهما. وتحضر محاليل 
منظمات النمو والفيتامينات قبل الاستخدام مباشرة. 


؛- قد تتكون رواسب بمحاليل العناصر الكبرى والصغرى أثناء التخزين حتى 

ولو كان التخزين باردا. وتسبب الرواسب مشاكل كثيرة. ومحاولة إعادة إذابتها 
بالحرارة أو الغليان قد يؤدى إلى تغيير تركيزها فى المحلول نتيجة فقد الماء بالبخرء 
وفى هذه الحالة يفضل التخلص منها وإعادة تحضيرها. 

ه- يفضل معاملة الييئة الغذائية بالبخار بدلا من الغليان لإذابة الآجارء حيث إن 
المعاملة بالبخار تكون أكثر أمانا وتقلل من حدوث تحلل كيميائى غير مرغوب قيه. 

+ المواد التى تتأثر بالحرارة مثل الفيتامينات ومنظمات النمو تضاف يعد تعقيم 
البيئة بالأوتوكلاف وتبريدها لدرجة حرارة ه4- 50”م.» وتستخدم المرشحات 
المعقمة 111]62-5]6211122105 لتعقيمها. 

- قد يضاف للبيئة الغذائية فحم ثياتى نشط للاستفادة من قدرته على امتصاص 
الغازات السامة التى تتجمع حوك جذور التباتات» على أن يضاف للبيئة قبل 
التسخين أو بعد التسخين مع التقليب الجيد حتى يتجانس تماما مع البيئة 
الغذائية. ثم تعقم البيئة فى الأوتوكلاف عند 1١15م‏ وه,١‏ ضغط جوى ولدة -1١6‏ 
٠‏ دقيقة. 

4- فى حالة الضرورة تخزن البيئة الغذائية بعد تحضيرها» مع مراعاة تجنب 
تخزينها لمدة طويلة للمحافظة على ثبات المركبات الكيميائية الداخلة فى تكوينها 
ومنع التبخير الشديد للماء منها. 

9- توزع البيئة فى الأوانى وهى ذافئة ثم تترك للتجمد»ء مع مراعاة وضع أنابييب 
الاختبار فى وضع مائل حتى تتجمد البيئة. وتحفظ الأوانى المحتوية على بيئة 
غذائية عند هم لحين زراعتها. 

-٠‏ تغطى الأثابيب والدوارق بورق ألومنيوم بعد. صب البيئة الغذائية فيها. 


غاق الأوانى بعد زراعتها 


تغلق الأوغية بعد زرلفتها لجع خاوثها وتبافياء مع التحافظة على نسيولة قياذل 
الغازات داخل الوعاء مع الجو الخارجى» وتجنب نقص الأكسيجين ومنع تراكم 
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غازات ثانى أكسيد الكربون والإيثلين داخلها. ويجب أن تتوفر هذه المواصفات قى 
جميع أغطية الأنابيب والدوارق. ويستخدم فى غلق أواتى الزراعة المعملية ما يلى: 

-١‏ سدادات قطن صوفى 00110001 وهى تستخدم يكثرة ويتم تشكيلها 
يدوياء ولها أهميتها فى المعامل التجارية. وتوجد ماكينات لتشكيل هذه 
السدادات بالحجم والمواصفات المطلوية. ويجب أل تتعرض هذه السدادات إلى 
اللهب بعد الحقن لأن الصوف الرجاجى الصناعى يعطى عند حرقه مواد ضارة 
وخطيرة. 

-١‏ سدادات م5162150 مسامية يمكن دفعهأ داخل الأنبوية. 

+ غطاء ألومنيوم م63 تسناسأنالى يثيت على فوهة الإناء بكلبس. 

غ- ورق الومنيوم 1011 تستاسصتصستام يستخدم خاصة للدوارق المخروطية الكبيرة. 

ه- غطاء من الزجاج الشفاف دكةاع غمع:دم05ة:1 تمتاز بإعادة تعقيمها. 

5- غطاء حلزونى 5قه 561609 يستخدم لتغطية الأناييب والدوارق ذات القوهة 
الحلزونية. وعند اس تخدامها يجب ألا تكون محكمة الغلق حتى لا تمنع تيادل 
الغازات بين داخل الأنيوية وخارجها. 

7ا- سدادات قوم 5م تالة0 "1 

م- شرائح فيتا فيلم هلآ 1)4/ا رقيقة وأنواع أخرى مثل سوءمبراوط بساء؟ معدم 
حصا عقعدام 20/6 بسلا عمعءالاص ويجب أن تسمح هذه المواد بتيادل الغازات ولا 
تسمح بخروج بخار الماء. 
احتياطات غلق الأوانى يعد زراعتها 

--١‏ يؤدى الغلق المحكم إلى تجمع ثانى أكسيد الكربون والإيثلين داخل أوانى 
الزراعة ويمنع تبادل هذه الغازات بالهواء الجوى. وزيادة تركيز هذه الغازات داخل 
الأوانى له تأثير سام على النموات بداخلها. والأغطية المضنوعة من ورق (الألومنيوم+ 
البوبروبلين 26نهالامه:من19ه2) لها مضارها حيث إنها غير منفذة للغازات» يينما 
الأغطية المصئوعة من البولى برويولين نفاذة للغازات ولا تنقذ بخار ا ماء. 


نال 


؟- تعتبر الأنابيب والصناديق والأغطية اليلاستيكية مصدرا لغاز الإيثلين خصوصا 
إذا كانت محكمة الغلق. 

#- تؤدى زيادة الرطوية داخل الأوانى المزروعة إلى ظهور ظاهرة التزجج 
ل مع 1م17 

4- الأغطية الزجاجية وغيرها من الأغطية الصناعية الشفافة تسمم بنفاذ الضوء 
من أعلى » بينما الأغطية القطنية وأوراق الألومنيوم غير منفذة للض. 


تقدير تركيز مكونات البيئة الغذائية 

يقدر تركيز المواد الداخلة فى مكونات البيئة الغذائية بطرق عديدة منها: 

١-التسبة‏ بالحجم ع 10[1016 وتستخدم عادة عند استخدام محاليل 
طبيعية مثل ماء جوز الهند وعصير الطماطم» ويحضر ماء جوز الهند يمعدل ٠م‏ 
ملليلتر + 45٠‏ ملليلتر ماء مقطر. 

-١‏ التسبة بالوزن 712856ععمهم أطعاء/18 وتستخدم عادة عند تحضير الآجار 
والسكريات والأملاح المعدنية. ويتم تحضيرها بإذابة الوزن المطلوب بالجرام من 
المادة فى حجم معلوم من البيئة الغذائية 

6- المولر 940135 ويستخدم التركيز يالمولر عادة عند تحضير متظمات النمو. 
والمول الواحد يساوى الوزن الجزيتى للمركب مقدرا بالجرام. والمولر يساوى واحد 
مول من المادة مذابة فى لتر. فمثلا: 

(أ) طريقة حساب المولر للأكسين 8خآ. 

واحد مولر لمركب 144] - الوزن الجزيئى بالجرام/ لتر - 18,ه7١‏ جرام/ لتر. 

واحد ملليمولر (210) هذا - 17518, ١‏ جرام/ لتر. 

واحد ميكروموتر (للل) شآ - 10018 00:,ء جرام/ لتر - 18هلاار» 
ملليجرام/ لتر. 

(ب) طريقة حساب المولر لمركب كلوريد الكالسيوم 211,0 .ر0201 


لديل 


يحسب الوزن الجزيئ لمركب 251,0 .20201 وذلك يجمع الأوزان الذرية للعناصر 

الداخلة فى المركب: 
و + ,© + ,211 + 0 

الوزن الجزيئك زع. +4١‏ اك "مره 1 حراط ااكامر5 اع لاءرلا؛١!‏ 

واحد مولر 211,0 .ر0201- الوزن الجزيئ بالجرام/ لتر- ١49,014‏ جرام/ لتر. 

واحد ملليمولر (/53) 211,0 .0201© - ١,1417١18‏ جرام/ لتر. 

واحد ميكرومولر (1/ئل) ششا ع ١,٠00147١18‏ جرام/ لتر - 0,1497١18‏ 

:خ ملليجرام/ لتر دآ /«تهيع 101111 (17 5ه) ويستخدم هذا المعيار عند تحضير 
منظمات النمو فمثلا: 

"٠‏ - واحد ملليجرام/ لتر و9" د آرء ملليجرام/ لتر. 

هىِ_- ميكروجرام/ لتر نا لسةعع معام (اعن 1) 

وأحد ميكروجرام/ لتر يساوى ٠,٠٠١‏ ملليجرام/ لتر. 

5- جزء فى المليون( 20341 ) ممللائط زعم ختوط. 

جزء واحد فى المليون يساوى واحد ملليجرام/ لتر. 

٠‏ '- ملليجرام / لتر(“1 28) و١3"- ١,١‏ جرام/ لتر (13 ع8) 

ويفضل استخدام المولر فى مجاك فسيولوجيا التيات» فمثلا يصعب مقارنة 
النشاط الفسيولوجى لتركيز واحد ملليجرام 188]/ لتر مع ملليجرام واحد 184/ لتر 
لاختلافهما فى عدد الجزيئات فى اللتر. بينما مقارنة ميكرومولر واحد 184 مع 
ميكرومولر واحد 184 يكون مقبولا لاحتواء المحلولين على نفس العدد من جزيئات 
المادتين. ومسجل فى الجداول التالية الوزن الذرى للعناصر الداخلة فى البيئة 
(جدول »)١١‏ والأوزان الجزيئية لمركبات العناصر الكيرى والصغرى (جدول ؟١)‏ 
والسكريات والفيتامينات ومركبات أخرى (جدول )١‏ والأكسيئات والسيتوكينينات 
والجيرلين (جدول .)١5‏ 


يذال 


جدول )١1١(‏ الأوزان الذوية للعناصر الداخلة فى البيئات الغذائية 


41001 5000 عألممامق 

نتيا ع اء//ا 
5204 عو مدكمة11 20.8 (لم) سنالمتسناام 
555 (80) تمدع لط :8340172 1052 (8) ممرمظ 


(8[1) أععاء1لة  )©29(‏ الأقاائف 
(00) مععم ع2 ©) ممطيو 
(0) مععوره (اع) علتعملطه 
(5) وندمطمدمطم (مع) القطمح 
(©1) تسناأوكما120 (لت) تعممم0) 
29 (213) «ننئ504 (0]) معوه رط 
(5) عناطامان؟ () عسننه1 
(20) عنااكة (ع5) 0م11 
- 00 (1/18) تسنالوعهع 1313 


جدول (؟1١)‏ الأوزان الجزيئية ركبات العناصر الكبرى والصغرى للبيئة الغذائية 


وفعت 


م81 


خط نء/ا امام 00م 201 


كأتاع ممعاء-81210 -1 


132.15 هك, تم جا ناك 0نانت10 تمق 


د 


تابع جدول (؟1) 


2012551131 116 


نط1 <لتلأدمة] 
عأ اموه امم ط م0 


0111 50011112 
عأقطمةم طأممط 02 


الح كك ال 


١ 


تابع جدول (17) 


اساسة] ا | سس | 


ع 


جدول ( 1 ) الأوزان الجزيئية للسكريات والفيتامينات ومركبات أخرى 


ةع ناك 10116مء1ث لللة 505615 - 1 


0115ؤظ12 لم 10م ) ع5م 1161 


10115 ع0 ©) عومعنات 


0 بليه) 1مانطيمه 
)0 لي 0) عومععلة 


١٠ 


22,29 


159ذ0ظ1 


تابع جدول (1) 


تابع جدول )١5(‏ 


ناه مره [أملاعبااع 070 1طط 
(-كب2) لاع عتاععة مرولطوتطا-2,4 
(لهفا) نأعنة عناععف 3 وأملها 
(خ18) فتعة عاسوناظ عامقه-3 
نحخ !0 ل خعناءعم عمعامطتطمة!- 


2020 8104 ) لأعى عتاعءمة ورمطامة 0-1 


كمكلاظ / 15م لامالا -2 


103 (طة) ممتدعل8 


0017ؤظ2 


(48504) عنقطمآناد عمتدعلم 


عه (فظ) عستمعل40م ابردء 0-8 


27220 (م8) معط ممتسك ابرجم3ا -6 


201.3 (مط-2) عمعنظ ممتسة الإمعأاوعمه15]-لر 


(مناعمتكا) عماسيام عماصسة لمناامن" دم 


2521 


-هماع1 -9- ممتسة]! دمع 6-8 
عم نام -1]-] ناهريم مكل بق[ 


20000 


حاناط! بإطاء ا/ا- 3- نوهل 11 6-4 


21020 عنام ( ممتمسةالادع-2 


ملاع طط 01 -3 


20607 (683) لاع علإأعصعطط1© 


١١ 


الباب الخامس 
إنتاج الكالس 01611002ه1آ 21115 


يؤدى إحداث جرح فى أى عضو نياتى إلى تنش يط الخلايا عند السطم. 
المجروح والخلايا المجاورة لها وتنقسم وتكون كتلة خلوية تسمى بالكالس تعمل 
على التتام الجرح. ويعتبر الكالس بأنه كتلة من خلايا غير محددة أو مميزة 
المعالم له القدرة على الانقسام السريع- وينتج الكالس بسهولة فى المعمل من 
أى نسيج نباتى يزرع على بيئة مناسبة. ويمكن اكثاره يتجزئته وزراعة الأجزاء 
على بيئة مناسبة تحتوى على أملاح معدنية وفيتامينات ومنظمات نمو ومصدر 
كريوتى (سكرون). 
سرعة نمو الكالس فى البيكة السائلة 

بعد زراعة خلايا الكالس فى بيئة سائلة تبدأ مرحلة يتوقف فيها النمو لفترة 
محدودة. يعدها تبدأ الخلايا فى الانقسام السريع » ويزداد عددها وحجمها حتى 
تصل إلى مرحلة الثيات العددى» وهى مرحلة تصل فيها كثافة الخلايا حدما 
الأقصى ثم تنخفض سرعة الانقسام حتى تتوقف تماما نتيجة زيادة عدد الخلايا 
واستنزاف واحد أو أكثر من العناصر المكونة لمعلق الخلايا. وفى هذه المرحلة تكون 
الخلايا سايحة فى البيئة مفردة أو متجمعة أو خليط منهما. فمثلا كالس نيات 
1انالنة 6 21 41/11/1117 ينمو فى صورة خلايا متكتلة 5م011011. بينما كالس الجزر 
يتفكك يسهولة إلى خلايا فردية أو متجمعة. فإذا كان النمو الناتج ضعيفا فقد يكون 
سبيه ضعف الجزء النياتى» لذلك يفضل زراعة جزء تباتىاخر تحت نفس ظروف 
التحضين مع تخفيض تركيز منظمات النمو فى البيئة. فإذا كان. نمو الكالس مازال 


1١1 


ضعيفاء فهذا دليل على أن البيئة المستخدمة غير مناسبة» لذلك يفضل إضافة بعض 
المعقدات الأخرى للبيئة مثل لبن جوز الهند وكازين ومس تخلص الشعير النايت 
ومستخلص الخميرة وغيرها. ويختلف لون وتركيب وطريقة نمو الكالس ياختلاف 
الأنواع النياتية. فقد يكون لونه أبيض أو ملوناء وقد يكون هشا أو متماسكاء وقد 
يكون طريا (مائيا) أو صلباء وقد يكون سهل أو صعب التفكك إلى خلايا. وقد تحدث 
طفرات فى الخلايا الداخلية للكالس. وقد يفقد الكالس احتياجه من الأكسين و/ أو 
السيتوكاينين بعد تكرار الزراعة المعملية ويكون قادرا على الاكتفاء الذاتى بما يحتويه 
من منظمات النمو. 


إنتاج كالس نبات التبغ مع10026' 


١-إنتاج‏ كالس من ساق التبغ 

-١‏ تفصل قطع يطول “سم تقريبا من ساق حديكة لنيات جيد النمو خانى من 
الآافات. وتغمس نهايات القطع فى شمع بارافين سائل لتغطيتها وحمايتها أثناء 
عمليات التعقيم المتتالية. 

؟- ينظف السطم الخارجى للقطع الساقية ويزال شمع البارافين من عليها مع 
الاحتفاظ بوجوده على الأسطم المجروحة فقط. ثم تعقم بغمسها فى /٠0١‏ كحول 
إيثانول لمدة 7٠ -٠٠‏ ثانية» يتبعه تعقيما كاملا فى محلول هيبوكلوريت الصوديوم 
( تركيز الكلور ”/ تقريبا ). ويمكن استخدام بعض المعقمات الأخرى مثل #1ناأءا02 
جعغة< عمتجرمر8 رعل1ءهاات عامسمععلة بعال هاطعمملاط. ويوصى بإضافة ٠ -١‏ نقطة 
من أحد مركبات التخلص من التوتر السطحى كنضقاء س5 مثل 80 -1060 إلى 
محلول التعقيم لتحسين انتشاره. 

*- تشطف القطع الساقية ه- 5 مرات فى ماء مقطر معقم» ثم تقطع إلى أقراص بسمك 
-١‏ " ملليمترء مع استبعاد النهايات المجروحة المغطاة بالبرافين. ويوضع كل قرص 
أفقيا على بيئة (35) صلبة تحتوى على ٠١‏ جرام سكروز/ لتر + ملليجرام واحد -2.4 


١15 


0/ لتر + ١,"‏ ملليجرام/ لتر كاينيتين. ثم تحضن عند 4؟8-1””م وضوء فلوروسنت. 
وبعد -١‏ م أسابيع يبدأ تكوين الكالس بصورته البللورية. وبعد 4-- م أسابيع 0 
حجم الكالس صالحا للتجزئة وإعادة زراعته فى بيئة مماثلة ولكنها طازجة لإكثاره. 


"- إنتاج كالس من ورق التيغ 

تفصل ورقة حديثة العمر من نبات التبغ » ثم تعقم سطحيا وتقطع إلى أجزاء ويزرع 
كل جزء فى بيئة صلبة فى أنبوبة اختبار. فيتكون كالس فى مواقع الجروح على 
الأجزاء الورقية. وتجرى الزراعة الثانوية 28أءدانأباء-0ن5 إذا كانت هناك حاجة 
لزيادة كمية الكالس. فيجزأ الكالس بعد وصوله للحجم المناسبء ثم تزرع الأجزاء 
فى بيئة طازجة صلبة أو سائلة لتشجيعه على النمو. وتكرر هذه الخطوة عدة مرات 
باس تخدام بيئة طازجة. وبالفحص ال ميكروس كوبى يمكن ملاحظ وجود تجمعات 
خلوية أكبر حجما عن باقى خلايا الكالس. وظهور هذه التجمعات الخلوية بعد فترة 
قصيرة من زراعة الكالس يعنى ميله لتكوين أجنة ونموات جديدة مبكرا وهى ظاهرة 
غير مرغوبة لأنها تؤثر فى كمية الكالس الناتج. ويجب التخلص من هذه التجمعات 
الخلوية حتى يعود الكالس لنشاطه فى النمو والانقسام مع توفير البيئة الغذائية 
ومنظمات النمو المناسبة. وتظهر التجمعات الخلوية كبيرة الحجم إذا احتوى الجزء 
النباتى على خلايا برانشيمية» وتختفى إذا احتوى على خلايا مرستيمية. 


العوامل المؤثرة فى تكوين الكالس 
١-عمر‏ الجزء النياتى 
ينتج الكالس من زراعة أى جزء نباتى فى بيئة غذائية مناسية. وتعتبر الخلايا 
أو الأنسجة المفصولة من نباتات حديثة العمر 68116لانال أو من نباتات عشسبية هى 
الأفضل فى إنتاج ونمو الكالس با مقارنة. بالأنسجة البالغة 16ا80. وأن الأجزاء 
الطرفية تحتوى على مستوى هرمونى أعلى من الأجزاء القاعدية واليالغة. 


؟ - نوع النبات 

يمكن إنتاج الكالس بزراعة أى جزء نباتى مفصول من نياتات ذات فلقتين أو فلقة 
واحدة فى بيئة مناسبة. ويختلف الكالس فى تكوين نياتات باختلاق النوع النباتى 
ومحتوى البيئة الغذائية والبيئة المحيطة. فمثلا الأجزاء النياتية المفصولة من النوع 
21077 17لا الازاترك لها القدرة على تكوين كالس وإئتاج نموات جديدة» بينما 
قدرة النوع انامقاءع2]علاء5 سنا ءنطندة متخفضة (00/) 2 وهما توعان يتيعان للجنس 
أنثوريوم نمق . كذلك يتكون الكالس من متوك الجارونيا 067301011 بنسبة 
59-٠‏ /. وتعتبر النياتات أحادية الفلقات 5دهلء!/٠م81020‏ أقل إنتاجا للكالس 
بالمقارنة بالنياتات ثنائية الفلقات 21001160085. وفى حالة صعوبة إنتاج الكالس 
من نياتات أحادية الفلقات يفضل زراعة أجنة أو أوراق حديثة العمر أو يادرات أو 
أزهار حديثة جدا مع إضافة الأكسين للبيئة كمنشط لتكوين الكالس. وإنتاج الأجنة 
من الكالس قد يكون صعبا أو مستحيلا ليعض الأنواع الثياتية» وقد تتكون على 
الكالس أجنة عرضية تدخل فى سكون عميق يصعب انكساره. وتوجد ظواهر كثيرة 
يصعب تعليلها مثل انخفاض أو فقد كامل لقدرة خلايا الكالس على النمو والتكاثر 
يعد عدة مرات من الزراعة الثاذوية » أو تكوين نبتات مباشرة بدون تكوين أجنة 
عرضية. وقد يكون لمنظمات النمو دور رئيسى فى نمو وتكاثر يعض الأنواع النياتية 
بيئما اليعض الآخر قد ييدأً فى التكائر الخضرى تلقائيا فى غياب منظمات النمو. 
* - صورة البيئة الغذائية 

تنجح زراعة الكالس فى بيئة صلبة أو سائلة؛ إلا إن نموه أسرع فى البيئة 
السائلة لوجود تلامس مباشر بين الخلايا والبيئة مما يزيد استفادة الخلايا من 
مكونات البيئة. وهز الدوارق المحتوية على بيئة سائلة باستخدام جهاز رج يساعد 
على سرعة نمو الكالس وتفكك خلاياه وزيادة مساحة الأسطح الملامسة للبيئة وإمداد 
الكالس بالأكسجين. وتساعد البيئة الصلبة على إنتاج نموات من الكالس مبكرا قبل 


لحلل 


اكتمال تموه. ويقضل تٍِ الييئة على هزاز دوار :6كلةأ5 لإتقاه8 بسرعة ١٠م- ٠٠١‏ 
دورة/ الدقيقة » وقد تخقض سرعته أحيانا إلى +١‏ دورة/ الدقيقة وقد تزاد إلى ١١٠١‏ 
دورة/ الدقيقة. ويجب أن تحتوى الدوارق المخروطية /٠١ -٠١‏ من سعتها. ويفضل 
تخقيض كمية البيئة الغذائية فيها إذا كانت كمية الخلايا أو التجمعات الخلوية 
المزروعة فيها قليلة. 


*- البيئة الغذائية والبيئة المحيطة 


تستخدم بيئة (065) قيل أو يعد تطويرها لإنتاج الكالس على أن تحتوى على 
012531 ومستخلص الشعير النايت 206امه :2421 والخميرة وماء جوز الهند. 
وتختلق الأكسينات والسيتوكيئينات المضافة للبيئكة من حيث نوعها وتركيزها 
والنسية بينهما ياختلاق توع النبيات والنمط الوراثى ومحتوى الجزء الثياتى من 
الهرمونات. ونسبة الأكسين و/ أو السيتوكاينين لها أهمية فى إنتايج الكالس. فقد 
تحتاج يعض التياتات إلى أكسين فقطمثل النياتات أحادية القلقة وقد تحتاج 
البعض. الآخر إلى سيتوكاينين فقط» وقد يستلزم وجود الأكسين + السيتوكايتين 
(1964 ,1د هك رلعدوعنة5). 

ويس تلزم لتكوين كالس يعض الأنواع النباتية توفير الضوء أو الظلام بما يتناسب 
ونوع النبات على أن تحضن عند 11- 58”م. 


ه- الزراعة الثانوية 


الكالس هو عبارة عن نسيج سريع النمو. وقد يفقد الكالس قدرته الذاتية على 
الانقتسام والنمو أثناء الزراعة الثانوية إذا اتجه إلى تكوين نبتات أو أجنة. ويجب ألا 
يضعف الكالس أو يفقد كفاءته فى التكائر بتكرار الزراعة الثانوية لذلك تزال التموات 
الخضرية التى تتكون عليه مبكرا قبل أن يصل إلى الحجم المناسب للزراعة الثانوية. 


١11/ 


5 - ظهور طفرات وتغييرات وراثية ذاتيا 

تتميز خلايا الكالس بسرعة انقسامها وسرعة تأثرها للتغييرات التى تحدث فى 
مكونات البيئة الغذائية والظروف البيئية المحيطة. وينتج عن ذلك عدم انتظام 
انقسام خلايا الكالس وحدوث اضطرابات فى توزيع الكروموسومات والجيئنات أثناء 
انقسام الخلايا. ويؤثر ذلك بوضوح على شكل ولون الكالس وتكوين الأجنة منه. 
لذلك تستبعد خلايا الكالس التى حدثت بها تغييرات وراثية شاذة. وقد يهتم بها 
مستحدثو الطفرات. وجدول )١(‏ يبين بعض التغييرات فى عدد الكروموسومات 
بخلايا كالس نباتات الذرة الأحادية 10194م113 الناميةفى بيئة مضافا إليها أكسين 
وسيتوكاينين (1971 ..21 )6 متقططءه>1). 0 

جدول )١(‏ تباين عدد الكروموسومات فى كالس ونباتات الذرة ه 


*212215 كنالاةه 0 
0_5 5إعن01.مل1 كأاعء 01 .ملم 


أعع1 بإل101]ط 


4 5640 (10-) 4نماصهاز 


0 645.06 102170 مام 


٠‏ عدد التباتات المختبرة ه" نيات 


ظاهرة التزجج 17011121105 


هى ظاهرة فسيولوجية تصيب الكالس حيث يتحول مظهره إلى ما يشبه الزجاج. 
ويطلق على هذه الظاهرة أسماء عدة مثل إلإعدععن اكه بووعماءنة1 6 :ددعم زودةا © 
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0 1ل نإاكء ملا11 ممغهء ل لزإطععمنز1] بوماووه!ع)1ة/لا. ويحدث التزنجج 
أضرارا كثيرة للكالس مثل عدم اس تكمال نموه وميله إلى تكوين نبتات مبكرة عليها 
جذور. وقد تحقق ذلك فى كالسس أتواع وأصناف عديدة تابعة للأجئاس عنصيمم 
كله/ 1 والقرنفل والخرشوف. ومن العوامل المساعدة على ظهور التزجج ارتقاع نسية 
الرطوية فى البيئة الغذائية مثل البيئنة السائلة. وزيادة نسبة الرطوبة الذاتية فى خلايا 
الجزء النباتى مثل تلك المفصولة من نباتات غضة حديثة العمر. واستخدام بيئات غنية 
سي الأملاح المعدنية مثل بيئة (25). وانخفاض أو عدم وجود الآجار. وبعض أنواع 
الآجار قد تكون سيبا فى ظهور التزجج. وانخفاض الضوء» وارتفاع الحرارة» والتعقيم 
الشديد. ويمكن منع أو تقليل التزجج باستبدال بيئة (145) الغنية بالأملاح يبيئة 
ع:/اأومع.آ عند زراعة أجزاء متصولة من نباتات تكاواز عنصل أو تستخدم بيئات 


ثنائية المظهر (26413: 2-80256) أو تحسين تبادل الغازات فى الأوعية المنزرعة. 
تكشف الأحنة الجسمية من الكالس 


تنتم الأجنة الجسمية يؤراعة خلايا أو أجزاء نباتية زراعة معملية ويطلق على هذه 
الأجنة بأنها أجنة خضرية أو عرضية أو لا جنسية. بينما الأجئة الجنسية هى أجنة 
ناتجة من التلقيم والإخصاب وتفصل من اليذور. وعلى ذلك فإن النباتات الناتجة من 
أجنة جسمية نوع من أنواع التكاثر الخضرى وهى امتداد لصفات نبات الأم . وعند 
التكشف تتحول بعض خلايا الكالس إلى أجنة جسمية دأزعمءوه“ططدت 26ر50 ممتلئة 
صغيرة الحجم. وتنمو البراعم لتكون نبتات. وينشاً الجنين الجسمى من خلية فردية» 
ثم تنقسم هذه الخلية وتكون ما يشبه الجنين الأوق ع1 -هبمطمع-2:0 فى صورة عتدة 
8005 أو نسيج متكتل يشبه البرعم +!ذا-0نا8. وقد ينشأ الجنين الجسمى من خلايا 
داخلية فى كتلة خلايا الكالس'ز5200862005!1 أو من خلايا سطحيةُ لإأؤناه2ءع1208 
وتسمى أجنة عرضية. وتتكشف الأجنة بإحدى الطريقتين (1983 ,10ةاصصم): 


كلل 


أ- تكشف مياشر 011161011208 أعه011آ] 

يتكون الجنين فى هذه الحالة من خلية أو عدة خلايا من الجزء النباتى مباشرة 
بدون الدخول قى مرحلة تكوين الكالس. وتسمى الخلايا التى ينشأ منها الجنين 
ياسم (6151005) مأاعءه لعمتسمعاعل عتوملطدوع-مءط. وقصل جزء من هذا الجنين 
وزراعته يؤدى إلى تحديث كامل له. ومن أمثلة ذلك زراعة أجزاء مفصولة من نسيج 
النيوسيلة عناددة؛ ولاااء»ن]7 الموجود فى بعض أنواع الموالح والمانجو التى تتميز 
بظاهرة تعدد الأجئة لإنته لوط دمعبراه وخلايا الإبيدرم 5أاءه 106721م8 للسويقة 
الجتيئية تنباتات الجزر البرى وكناتراعع5 كداإناء ممه[ ودساتماكدنا مااكن تصنقل 


وكلام112 131255122 


"'- تكشف غير مباشر 1120100مع 0112122 أعع:1له1 

يعنى ذلك إنتاج الأجنة من الكالس. وفى هذه الحالة يررع الجزء الثباتى فى ييئة 
سائلة لتكوين معلق خلايا. وتلقى هذه الطريقة اهتماما كييرا قى المجال التجارى 
لكثرة عدد الأجنة الجسمية التاتجة . ويزرع أعداد كبيرة من الخلايا الجسمية فى 
أحجام صغيرة من البيكة السائلة. ويمكن إنتاج حوالى١٠”‏ أجنة جسمية من كل 
جرام واحد من النسيج. ويستلزم التخلص من الخلايا والأجنة المتكشقة ميكرا بهدف 
تشجيع الكالس على الاستمرار فى النمو والاتقسام لإكثار كميته. وقد أمكن بهذه 
الطريقة إنتاج أجنة جسمية من نسيم اللحاء الثانوى «زعواطام /5600085 للجزر 
وأجزاء مقصولة من ورقة نبات البن العربى 29122ب 0/062) والبيتونيا -ابر/ منسامم/ 
2 وا لأسي جس 72/75ع0171 كناوديومه 41 


البيئة الغزائية المناسبة لإنتاج أجنة جسمية 
-١‏ من الواضح الآن أن الكالس قادر على تكوين أجنة جسمية تتكشف إلى 


سوق وجذورعرضية. ويرتبط تطور الجنين الجسمى بوجود الأكسين والسيتوكينين 


١ 


فى البيئة الغذائيةء حيث تتكون نموات خضرية من نسيج الكالس إذا توفر تركيز 
متخفض من الأكسين وتركيز مرتفع من السيتوكاينين. ويعتير مركب (84) هو أكثر 
السيتوكايئينات المنشطة لتكوين أفرع عرضية. كذلك التركيز المرتفع من العناصر 
الغذائية فى البيئة يساعد على إنتاج أفرع عرضية. وقد تتكون الجذور العرضية فى 
بعض الخالات عند قاعدة الأفرع العرضية. وتتكون منشّتات الجذور -32205:م غ100 
ادال عادة فى بيئة تحتوى على تركيز مرتقع نسييا من الأكسين وتركيز منخفض 
من السيتوكاينين. يينما تحتاج لنموها إلى تركيز أكثر ارتفاعا من الأكسين. وقد تنمو 
الجذور والسوق من الكالس فى وقت واحد دون الارتياط بيعضهما. 

؟- إمداد البيئة الغذائية بالأكسين له أهمية لمعظم النباتات للبدء فى تكوين 
الأجنة. وغاليا التركيز المرتفع من الأكسين يكون مطلوبا لتكوين الأجنة: والتركيز 
المنخفض من الأكسين لازما لتنك يط نمو الأجنة بعد تكوينهاء وغياب الأكسين 
يؤدى إلى إنضاح مبكر للجتين. وقد لا يستلزم إضافة الأكسين إلى بيئة بعض الأنواع 
النباتية. وللأكسين 8 -2,4 أهمية كبيرة فى تكوين أجنة النباتات العشبية مثل 
النجيليات. بينما ليس للسيتوكاينينات دور هام فى هذا الشأن. ويمنع الجبريلين 
والإيئلين تكوين الأجنة. 

- يساعد ارتفاع تركيز الأمونيوم على نمو السوق والجذورء وإمداد البيئة الغذائية 
بالنيتروجين المختزل فى صورة أيونات أمونيوم له أهمية للزراعات المعملية. فالنيتروجين 
الملختزل (مثل أملاح الأمونيا) أو لين جوز الهند أو الكازين 1551 علاط مأعمهكت أو 
الأحماض الأمينية مثل #6ذاسدانات -.آ وعدنهداح سآ قد يكون لها أهمية فى تنشيط 
وتكوين الأجنة. وأوضح 6 ركانةتموءء 51 لة علأمء زط أن تخفيض تركيز الأمونيوم فى 
حالة نبات 7تلا0قت2007 «ساملاطاص. ينشط تكوين الأفرع العرضية على نسيج الكالس. 

4- البوتاسيوم ينشط تكوين الأجنة» والتركيز المرتفع من الكالسيوم يثبط تكوين 
الأجئة. 

ه- ينشط الفوء عموما تكوين الأجنة» بالرغم من أنه يمكن تكوين الأجنة ليعض 
الأنواع النباتية فى ظروف شدة ضوء منخفضة أو فى ظلام. والحرارة المرتفعة عادة 


١ ؟‎ 


مرغوبة لتكوين الأجنة. وتحتاج زراعة المتوك لبعض النياتات إلى صدمة باردة 0014© 
عاءه510 لتنشيط تكوين الأجنة ونموها. 

5- التركيز الأمثل للسكروز هو ؟- 7/ تقريبا. 

/ا- حمض الأبسيسيك 200 ٠أوأه5و6ه‏ يتكون طبيعيا فى النبات وله تأثير مثيط 
للنموء إلا إن له بعض التأئيرات الواضحة على نمو الأجنة فى المزارع المعلقة. فمثلا 
بعد زراعة الخلايا فى بيئة سائلة لوحظ وجود اختلافات فى نمو وتطور التجمعات 
الخلوية الناتجة ما بين تجمعات صغيرة وكبيرة من الخلايا المرستيمية وخلايا مميأة 
لتكوين أجنة مبكرة بجانب خلايا عادية. ويعنى ذلك عدم تجائس الخلايا فى معلق 
الخلايا. وإضافة حمض الأبسيسك كان له تأثير واضم على خفض هذه الاختلافات 
فى نمو الخلايا وجعل الأجنة تتطور طبيعيا. 


لالالا 


يفن 


الياب السادس 
إنتاج نباتات خالية من الأمراض 
أ- إنتاج نباتات خالية من الفيروسات 


تسبب الفيروسات أمراضا كثيرة مثل موزايك البطاطس. 110531 201240 وتورد القمة 
فى الموز دلاكثلا م10 لإط826-دمدمة8 وموزايك قصب السكر 205316 همه عدعنا5 وقوياء 
الوالح 5[ 011505 والتدهور السريع فى اموالح ]1 امات وموزايك التبغ 
0521 7002660 . وتسبب الأمراض الفيروسية خسائر فادحة فى النباتات؛ فمثلا 
تسبب فيروسات (لا.ل) مرض التفاف الأوراق فى البطاطس وفقد /*٠‏ تقريبا من 
المحصول العالمى من الدرنات» وانتقالها من جيل إلى جيل يؤدى إلى تدهور خطير فى 
محصول الدرتات يصل إلى ٠ه-١6‏ /. لذلك أصبح من أهداف الزراعة المعملية الحصول 
على نباتات خالية من الفيروسات. واهتمست دول كثيرة بإنتاج بطاطس خالية من 
الأمراض الفيروسية باستخدام زراعة الأنسجة. وواكب ذلك ارتفاع متوسط المحصول من 
١طناإلى‏ ١٠طنا‏ بالهكتار فى الفترة .1988-191/٠‏ وتبنت دول كثيرة تطبيق زراعة 
الأنسجة مثل الدئمارك )١980(‏ والسويد (1980) والمكسيك (19439) وكويا (1991). 
ويوجد الآن على الأقل ١١5‏ صنفا تجاريا من البطاطس خالية من الإصابة الفيرؤسسية» 
بالإضافة إلى أصول مرجعية خالية من الأمراض ليعض الفحاصيل الحقلية والبستائية» 
كذلك تم تحديث أصئاف قديمة من البطاطس وغيرها من المحاصيل التى تتميز بارتفاع 
المحصول والتبكير فى النضج. واصطلاح «خالى من الفيروس؛ 7866 5نطآ/ا هو اضطلاح 
غير دقيق لعدم وجود نباتات خالية من جميع الفيروسات. ولكن توجد نباتات خالية من 
بعض الفيروسات دون غيرها. وسوف يستخدم الاصطلاح «686 5د15/!» فى هذا العرض 
للتعبير عن نباتات خالية من فيروسات معروفة ومحددة بواسطة الأجهزة العلمية. 


وفنل 


طريقة دخول الفيروس فى التيات 

تدخل الفيروسات النبات من خلال الجروح. وتساعد الأدوات الزراعية والحشرات 
والقوارض والنيماتودا على انتشار الإصابة. ويخترق القيروس أنسجة الثبات ببطء 
حتى يصل إلى نسيج اللحاء الحامل للمواد الغذائية الم" وينتقل الفيروس إلى أجرّاء 
النبات المختلقة بسرعة اتسياب تيار المواد الغذائية الحاملة له وفى الاتجاه الذى 
تنجذب إليه. فيتحرك معها إلى الجذر لأنه منطقة جذب قوية فى مرحلة البادرة. 
ثم ينتشر من الجذر إلى أعلى الأوراق الحديثة املتفة التى تعتبر.منطقة جب أخرى 
حتى يكتمل تمددها وتصبح قادرة على بناء وتصدير المواد الممثلة بدلا من جذيها. 
ويتقدم عمر النبات تنجذب الواد الممثلة حاملة الفيروسات إلى مناطق التخزين مثل 
الدرنات والأبصال والثمار وغيرهاء حيث تعتبر مناطق جذب أخرى بطكةطهتقط8) 
(طبة 1981 :1980 :1977.. وثيت أن تواجد الفيروسات يكون ضعيفا أو متعدما فى 
الطرف المرستيمى للقمم النامية. لذلك فإن دراسة حركة الفيروسات وسرعة انتشارها 
وأماكن تركيزها وعلاقة ذلك بنوع النبات ومراحل نموه لها أهمية عند اختيار حجم 
المرستيم المناسب للزراعة. ويختلف انتشار الفيروسات فى النباتات كالآتى: 

- فيروسات تتحرك فى الخلايا الحية فقط. 

- فيروسات تنتشر فى اللحاء فقط مثل فيروس تجعد الأؤراق والتفاف الأوراق 
فى اليطاطس. 

- فيروسكات تنتشر فى الخلايا البرانشيمية فقط مثل فيروس موزايك الخيار 
وفيروس تبرقش البطاطس. بالرغم أن سرعة تحرك القيروسات منحفضة فى الخلايا 
البراتشيمية. 

- فيروسات تنتشر فى الخلايا البرانشسيمية واللحاء على السواء مثل فيروس 
موزايك التبغ. 

- فيروسات تنتشر بصورة غير منتظمة فى أعضاء النبات المختلفة مثل فيروس 
تبرقش التبغ معع062]!” ولصالا عزجوه14 (11417) . 


تفل 


- فيروسات تنتشر فى مساحات من ورقة التيات يقصلها مساحات بينية خالية 
من الفيروس مثل موزايك نباتات البيتونيا والكرنب والتبغ. 
أعراض الإصابة الفيروسية 

لا تدل أعراض الأمراض الفيروسية غالبا على الفيروس المسبب لهاء فقد تتشابه 
وتتداخل بعض الفيروسات فى مظهر الإصابة. فمثلا تشترك فيروسات ,5,7 ,4 
فى إظهار أعراض تبرقش أوراق. البطاطس. وقد تظهر أعراض الإصابة الفيروسية 
على الأوراق على هيئة بقع صفراء أو خضراء ياهته متبادلسة مع مناطق خظراء 
داكنة (موزايك) كما فى البطاطس والقاصوليا والفلقل والقمح والقصبء أو فى صورة 
خطوط باهتة اللون 515621 على أوراق القصبء أو اصفرار كما فى أوراق الخوخ. وقد 
تظهر الأعراض فى صورة التفاف أو تجعد الأوراق كما قى البطاطس والطماطمء أو 
تقزم للسوق كما فى القمح والشعير» أو تقرحات على السوق كما فى قوباء الموالم. 
وقد تظهر الأعراض على الأزهار مثل تدهور اناه وهأءادع83 أزهار التيولب وندوة 
البراعم 854 6!1 دا فى فول الصويا. وقد تظهر على الثمار على هيئة تبرقش كما 
فى موزايك الخيار. 
الاحتياطات اللازمة لإنتاج نياتات خالية من الفيروس 

الأدوات المستخدمة فىالتكاثر الخضرى هىالمصدر الرئيسى للغالبية العظمى 
لعدوى واتتشار الفيروسات بين النباتات. ولوحظ أن 6١‏ نوعا من حوالى١٠٠٠‏ نوع من 
القيروسات كانت البذور أحد مصادر العدوى. لذلك يستلزم قبل الدخول فى برنامج 
إنتاج نياتات خالية من الفيروسات أن يتوفر الآتى : 

-١‏ تكون نباتات الأم خالية من الإصابة الفيروسية» ويفضل تنميقها فى صوبة 
نظيفة خالية من القيروسات ومحمية من مسيبات الإصابة بالقيروسات مثل الحشرات 
الماصة والقوارض والتيماتودا. 


١ 


؟- المحافظة على سلامة العينات النباتية والأدوات المستخدمة فى فصلها من 
نبات الأم والأدوات والأوانى المستخدمة فى الزراعة فهى جميعها مصدر لإعادة 
التلوث بالفيروس. | 

- الارتفاع بمستوى النظافة الشخصية للعاملين ونظافة ملابسهم وأحذيتهم. 

5- تكون جميع مراحل الزراعة المعملية تحت ظروف معقمة. 

ه- المحافظة على النباتات الجديدة الناتجة فى المعمل ومنع إصابتها. وقد 
يستلزم إيقاء النباتات الخالية من الفيروس ات نامية فى المعمل تحت ظروف بيئية 
نظيفة مع متابعتها وفحصها والكشف عليها للتأكد من سلامتها. 
أهمية المرستيم فى إنتاج نباتات خالية من الفيروس 

المرستيمات التى تفصل من براعم طرفية أو قاعدية على فرع رئيس ىأو جائبى 
جميعها مناسية للزراعة المعملية. وتختلف نسبة النجاح باختلاف موقع البرعم 
وعمر الساق الحامل للبرعم إن كان حديثا أو معمرا. واس تخدم المرستيم ينجاح 
فى إنتاج نباتات خالية من الفيروسات من الداليا 12351135 واليطاطس وعديد من 
الأنوا اع النباتية مثل ,1052620 ,قعمه0 ,معط ,مرعامكمظ 5ءمهامط ,كام سه 
ا015 ,تنا امآ ملسناتآه0؟11,. ومن الواضح أن للمرستيم أهميته فى إنتاج نباتات 
خالية من الفيروس لكثير من الأنواع النياتية» ولم يكن له نفس الأهمية فى أنواع 
نباتية أخرى بسيب سهولة انتشار الفيروس فى جميع أنسجتها. 
أسباب خلو المرستيم من الفيروسات 

- يتكون المرستيم من خلايا نشطة وسريعة الانقسام. وهذه الخلايا لا تحتوى على 
وجود الفيروس فى النسيج المرستيمى. بينما الخلايا الواقعة أسفل المنطقة المرستيمية 
تكون بطيئة الانقسام قادرة على الزيادة قى الحجم والامتلاء بالمواد الغذائية. وعلى ذلك 
فإن الفيروس يزداد نشاطه ويتكاثر بسهولة فى الخلايا أسفل المنطقة المرستيمية. 


"5 


- يساعد عدم اكتمال نمو اللحاء والخشب فى المرستيم على إعاقة انتقال الفيروس 
إليه (19342 ,عائط/لا). 

- غياب البلا زمودزّماتا 21250006512318 بسين خلايا المرستيم وهى أوعية 
تريط بين الخلايا غير المرستيمية. وقد يكون ذلك سبيا فى غياب الفيروسات من 
المرستيم. 

- قد يكون ارتفاع تركيز منظمات النمو فى الخلايا الرستيمية سببا فى تثييط 
نشاط الفيروس وإعاقة حركته وقدرته على النفاذ. وقد يكون عدم توفر الإنزيمات فى 
الخلايا المرستيمية سبيا فى وقف نشاط وتكاثر الفيروس. 

- احتمال وجود متبطات نمو طبيعية فى الخلايا المرستيمية تكون سسيبا فى 
انخفاض تركيز الفيروس. وقد يكون ذلك سببا لخلو اليذور من الفيروسات. 

وبالرغم من هذه الآراء فإنها غير كافية لتعليل خلو مرستيمات بعض الأنواع النباتية 
دون غيرها من الفيروسات ووجود فيروسات فى بذور بعض الأنواع النباتية. 


المعاملات المساعدة للتخلص من الفيروس 

(1)المعاملة الحرارية 

هى وسيلة فعالة فى تثبيط نشاط العديد من الفيروسات المتماثلة فى الحجم -150 
5 01110 والمايكويلازما ويجب اختيار درجة الحرارة المناسية والمدة اللازمة 
لتثبيط حيوية الفيروس دون أن تؤثر على حيوية النبات. 
-١‏ معاملة المرستيم بالحجرارة 

تطبق هذه المعاملة إذا كانت نباتات الأم مصابة بأكثر من فيروس. وفى هذه 
الحالة يقضل المرستيم ثم يحضن بعد زراعته مياشرة فى المعمل عند هم م لدة 
ه- ٠١‏ أسابيع. وتساعد هذه الطريقة بنجاح على التخلص أو خفض كثافة الفيروس 
فى البطاطس والكريزانثم والقرئفل والفراولة. 


يفل 


؟- معاملة النباتات بالحرارة 


نظرا نصعوبة الحصول على المرستيم أحيانا. لذلك تطيق المعاملة الحرارية 
على النياتات المعملية لهذه النباتات. وتعتبر البراعم الإبطية أكثر الأجزاء 
استجابة للمعاملة الحرارية. وقد ثيت نجاءح المعامئة الحرارية للنياتات المعملية 
عند ٠‏ 8”م للتخلص من الفيروسات والميكوبلازما التىتصيب بعض أشجار 
الفاكهة وبعض المحاصيل مثل قصب السكر والكاسافا (1964 ,آء:80). وبالمعاملة 
الحرارية أمكن التخلص من فيروس تبرقش الخيار كتل ألا 720531 ىعن ناءنات 
من الأفرع النامية بالمعمل كذلك أمكن التخلص من فيروسات البطاطس بتخزين 
الدرنات عند /190- 08”م لمدة شهر قبل فصل المرستيم منها لزراعته فى المعمل 
(1964 رآععهك/ة). 


(ب) المعاملة بالمواد الكيميائية 


انتشار الكائنات الدقيقة مثل الفيروسات والميكوبلازما والبكتيريا والفطر داخل أو 
بين الخلايا يحول دون وصول المبيدات إليها والتخلص منها. وقد تضاف مركيات 
مكل (115210156) 122016 رع7102:2010 إلى البيئة الغذائيه للمساعدة على تثبيط 
تموهذه الكائنات الممرضة» ويؤخذ عليها ارتقاع ثمنها. وإضافة مركب 57/132016 
(©صنامطاه11) لبيئة نباتات الليلى لإااءآ والتقاح يؤدى إلى إنتاج ئياتات خالية من 
الفيروسات. ويثبط مركب ع7آطهعدل1١‏ عملية التمثيل الضوئى 11665 0ماع1:0أمة فى 
النيات. كما أن إضافة المضادات الحيوية والمبيدات البكتيرية مثل : رمأءأممية 81 
الآ /7011أعث بالأء/1012م56 ر36ألء لإعهمات1 ,عن أاءلإعم اع :0 ,رن حملا أعتوعم 
ل لتتنة ماع 0) رعم 1[ مصتنانو لإو«دمعلز1] -8 رعساعءزدمم:010. للبيئة غير مرغوب فيه 
لعدم تأثيرها على الفيروسات» وأن لها تأثيرا مثبطا فقط على البكتريا والفطريات 
العالقة على الأسطح الخارجية للجزء النباتى. وليس لها تأثير على الإصابة المنتشرة 
داخل الخلايا أو بينها. وإضافة المبيدات البكتيرية إلى المزارع المعملية بالتركيز 


اويل 


المناسب لقتل البكتريا قد يكون له تأثير سام للثباتات النامية» خصوصا المركبات 
التى لها تأثير ضار على الريبوسومات أو تكوين مركبات سامة ناتجة من تفاعلها 
مع مكونات البيئة الغذائية. ويؤدى التركيز العالى من المضادات الحيوية إلى تثبيط 
النمو واستحداث سلالات ميكروبية مقاومة لها. 


طرق إنتاج نباتات خالية من الفيروس 

ينتج الآن على الأقل ه" نوعا نباتيا خاليا من الفيروس بزراعة القمم المرستيمية» 
بجانب كثير من الأصول المرجعية (نباتات أم) كمصدر خالٍ من الأمراض لكثير 
من المحاصيل الحقلية والبستانية. ويمكن اتباع إحدى الطرق الآتية لإنتاج نباتات 
خالية من الفيروس: 

-١‏ رزّراعة مرستيم ]نات <زع]16:15 مفصول من عقل طرفية لنيات الأم. 

- زراعة مرستيم مفصول من نبتة معملية. 
*- زراعة كالس أو بروتويلاست. 
5- تطعيم ا مرستيم على أصول جذرية 5كاء2004510 خالية من الفيروس. 


-١‏ زراعة مرستيم طرفى من نبات الأم 

تفصل عقل طرفية من نباتات الأم. ثم تنظف جيدا بالماء ثم تقطف باماء المقطر 
المعقم. مع الحرص على تغلغل الماء بين الأوراق. ثم تزال جميع الأوراق من العقل 
الطرفية بقدر الإمكان. . ثم تغمس لمدة د للتخلص من الهواء 
المتبقى بين قواعد الأوراق والأجزاء الأخرى. 

تعقم العقل الطرفية سطحيا بغمسها فى محلول /١,5‏ هيبوكلوريت صوديوم 
مضافا إليه ه٠,٠/‏ مادة ناشرة مثل 20-مءء78 أو 1م7665 أو 118001 ثم تشطف 
جيدا فى ماء مقطر معقم. ثم يزال ما تبقى من أوراق صغيرة حول القمة المرستيمية 
للعقل الطرفية» ويتم ذلك تحت ميكروسكوب ضوئى .(7<0 20-40) 


لكل 


تعقم العقل الطرفية مرة ثانية فى محلول مخفف من هيبوكلوريت صوديوم» ثم 
بالماء؛ لأن وجود قطرات ماء لاصقة قد تسيب بعض المشاكل أثناء قصل النسيج 
المرستيمى تحت الميكروسكوب. 

تعاد العقل الطرفية مرة ثانية وتئيت تحت ال ميكروسكوب لإزالة الوريقات 
المتبقية حول المرستيم واحدة بعد الأخرى. ويس تخدم سلاح شقرة حاد ومعقم. 
ويكرر التعقيم أثناء هذه الخطوة. وتتم تلك الخطوة والخطوات التالية داخل 
خالية من الأوراق إلا من -١‏ » من منشثات الأوراق المحيطة يها. ويستخدم 
ميكروس كوب ومصدر ضوئى (فلوروسنت) أثناء فصل المرستيم. ويكون شكل القمة 
المرستيمية على هيئة مكعب تقريباء وقد يصل قطره ٠,"‏ ملليمتر وطوله #ار.- 
ه, ١‏ ملليمتر تقريبا. ثم يزرع المرستيم بعد فصله مياشرة فى بيئه غذائية حتى 
لا يتعرض للجفاف. 

ولتقييم كفاءة تعقيم الأجرّاء النباتية» يضاف للبيئة 1- "/ تريبتون أو بيبتون» 
ثم تزرع فيها أجزاء نباتية معقمة بعد شقها طوليا بحيث يكون السطم المجروح 
ملامسا للبيئة. فإذا ظهر بعد أيام قليلة من التحضين نموات لكائنات دقيقة فى 
البيئة الغذائية يدل ذلك على رداءة التعقيم. ونتائج هذه الطريقة غير مشجعة 
عادة حيث لا توجد بيئة غذائية محددة يمكن اس تخدامها كدليل جيد لكل أنواع 
البكتيريا التى تنمو داخل الأنسجة. 


عوامل انجاح المرستيم فى الزراعة المعملية 
يجب أن يكون محاطا بواحدة أو اثنتين من الوريقات الأولية (منشئات 


الأوراق) للمحافظة على رطوبته وحيويته. مع العلم بأن زيادة حجم المرستيم 


ضنل 


وزيادة عدد الوريقات حوله يقلل كثيرا من فرصة الحصول على نباتات خالية 
من الفيروس. 

9 تعتمد نسية نجام النياتات الخالية من الفيروس على الموسم الزراعى؛ حيث 
وجد أن تكوين الجذور على النموات الناتجة من المرستيم المنزرع معمليا كان أفضل 
إذا فصل فى الربيع. وكان ذلك مؤكدا بالنسبة للبطاطس والقرتفل. 
البيئة المناسبة لزراعة المرستيم 

يختلف كثيرا المحتوى الكيميائى للبيئة المناسبة لزراعة المرستيم باختلاف 
مرحلة ثموهء إن كانت لإنتقاج نيتات أو جذور وياختلاف النوع والصنف الئياتى. 
لذلك يفضل الاستفادة من خبرة السابقين فى اختيار البيئة المناسبة أو يقوم الباحث 
بنفسه يتحديد البيئة المناسية. 

يزرع المرستيم عادة فى بيئة صلية وأحيانا فى بيئة سائلة مع استخدام كبار ورقية 
لتثبيته. وتضبط الحموضة عند 115.4-6م2 ويضاف إليها السكروز بنسبة ؟- 5/ (وزن/ 
حجم)'و بعض الفيتامينات مثل 3210 17116أم2 1ل زعلمع طامطامع2 بمتحمل ]علاط و[ خاحد اسم الاء 
وتضاف الأكسينات والسيتوكاينينات بتركيزات ١, -١,١‏ ملليجرام/ لتر لأهميتها 
فى تنشيط انقسام الخلايا. ويضاف الجبرلين ,68 أحيانا لتشجيع استطالة الجذر. 
ويضاف السيتوكاينينات أحيانا فى مرحلة متأخرة وليس بعد فصل المرستيم مباشرة 
ليعض النياتات مثل اليلارجونيم 0111 لتلاقى ظهور اللون الينى الذى تسيبه 
السيتوكاينينات (1977 رعمع843 لمة طعرءطء(] :1964 ,اعرما/ة). 


الظروف البيئية المحيطة 
تحضن المرستيمات بعد زراعتها عند وكام و:١- ١5‏ ساعة يوميا ضوء 
فلوروسنت شدته 4- ؟١‏ وات/ م1. وتحتاج معظم نياتات الأبصال إلى حرارة أقل. 


وقد تستخدم لبات أقل قوة فى الأيام الأولى من رّراعة المرستيم ممه طعرعطء ) 
(1983 متنلطن لاتة تتعناذ 19775 ,رعمعدالا. 


ضيل 


خطوات إنتاج نباتات خالية من الفيروس 


نياتات مصابة بالفيروس 
ل 
ملا المعاملة الحرارية 
ل 


فصل وزراعة المرستيم 
سل 


اختبار الفيروس 2- تكوين ساق 
3 3 


إكثار الساق > تكوين الجذور 


نقل النباتات إلى الترية 
0 
/لا اختبار الفيروس 
و0 

انتخاب نباتات خالية من الفيروس (نياتات أم) 


ل 


إكثار نياتات الأم (خالية من الفيروس) 


7 ماع21 .].ء 


؟- زراعة مرستيم مفصول من نبات معملى 
يستخدم امرستيم الطرفى المفصول من نباتات أو أبصال معملية أو أجنة ناتجة 
من نسسيج النيوسسيلة أو مرستيمات لبراعم زهرية لنبات القنبيط الناتج فى المعمل 


ضن 


لإنتتاج تباتات خالية من الفيروس» وقد ثيت نجاح هذه الطريقة فى الخصول على 
نباتات تبغ وعنب وليلى وجلاديولس وموالح خالية من فيروس 20501 مع7106326 
(1982 بله أء ,زروك/ة) (/18341) كلمالا. 


حت زراعة كالس أو بروتويلاست 

يسقطيع الكالس الهروب من الإصابة الفيروسية لسرعة انقسامه وعدم احتوائه على 
قدر كاف من المواد الغذائية اللآزمة لتمو وتكاثر الفيروس. وتكرار الزراعة الثانوية 
لكالس نبات التبغ والبطاطس يؤدى إلى إنتاج كالس خالٍ من فيروس البطاطس -20 
وندثنا -كا 4200. وأمكن الحصول على كالس ونبيتات خالية من الفيروس. من زراعة 
متوك نيات 175لالهمع:13ء2. وتم عزل بروتوبلاست من مثاطق داكنة الاخضرار من 
أوراق ئبات تبغ كانت مصابة يفيروس (/11017). ونتج عن هذا البروتوبلاست نباتات 
خالية من الفيروس (1982 .21 :© ,8001). وفى الواقع أن إنتاج نباتات خالية 
من الفيروس من الكالس والبروتويلاست لها أهمية عملية لمربى النياتات لحدوث 
تغييرات وراثية ونسبة إطفار عالية. 


+ تطعيم المرستيم على أصول جذرية خالية من الفيروس 

يساعد التطعيم 728188ع-9/1»,0 على إنتاج نباتات معملية خالية من الفيروس 
خصوصا للأنواع الخشبية التى يصعب عليها تكوين الجذور فى المعمل. ويتم التطعيم 
ينبتات معملية خالية من الفيروس على شتلات أصول جذرية عمر 1١ -٠١‏ يوما 
تعرضت للحرارة لا ملام. ويفضل ألا يزيد عمر شتلات الأصول الجذرية عن 
بضعة أشهر. ويمكن إكثار هذه النباتات مستقبلا بفصل براعم من النموات الجديدة 
ثم تطعم على شتلات أصول جذرية خالية من الفيروس (1980 ,8101080). وبهذه 
الطريقة تم الحصول على كرمات عنب خالية من الفيروس بعد تطعيمها على أصول 
جذرية عرضت لحرارة ه6”م لمدة ١؟‏ يوماء وتم بالتطعيم أيضا الحصول على نباتات 


ويل 


داليا كةذاطة2 خالية من الفيروس وذلك بتطعيم نبتات داليا معملية بدون جذور 
وخالية من الفيروس على شتلات داليا كاملة النمو وخالية أيضا من الفيروس. وإذا 
كانت نيتات الداليا المعملية متقدمة فى العمر ولم تتكون عليها جذور» فيمكن قصل 
عقل منها ثم تطعم على شتلات خالية من الفيروس. فإذا تكشف منها غصن واحد 
خالٍ من الفيروس فيمكن تنشيط نمو البراعم الجانبية عليه والحصول منه على أفرع 
جديدة خالية من الفيروس. وبتكرار الزراعة المعملية للأفرع الجديدة يمكن الحصول 
على أعذاد كثيرة منها يمكن استخدامها فى تطعيمات جديدة. وتنخقض نسية 
نجاح المرستيمات المطعمة على نياتات خالية من الفيروس إذا أصييت بالفيروس 
أو تعرضت للجفاف أو كانت البيئة الغذائية غير مناسبة أو كانت ساكنة ,اء:300) 
(1964.ويهذم الطريقة ثم إنتاج ثياتات موالح ومشمش وعئب وخوح وتفاح وكافور 
وكاميليا خالية من القيروس 


الكشف عن الفيروس 116261216105 كتصلا 
--١‏ استخدام نباتات اختبارية كاشفة 5اه دام أوع1 


تستخدم نياتات كاشفة يظهر عليها بسهولة مظاهر الإصابة بالفيروس مثل -16) 
ماوع نان منديصة تسرممصومءط) رود مطملع وتيعوتامتطم) 01702و 7020010177 وبعض 
أنواع التبغ معع1063. حيث تجمع عصارة من النيات المراد اختباره؛ وتلوث يها 
ورقه على نبات كاشف يعد معاملتها بمسحوق «2010ل:هط001 لإحداتث جروح يها 
ويحتاج هذا الاختبار فترة طويلة حتى تظهر أعراض الإصاية. 
؟- استخدام الميكروسكوب الإلكتزونى 221620500 11مجرانه 11 

يستلزم لهذه الطريقة توفير جهاز ميكروسكوب إلكترونى ومهارة من العاملين على 
استعمال الجهاز للكشف عن الفيروسات. ولهذا الجهاز كفاءة عالية فى التعرف إلى 
الإصابة الفيروسية حتى ولو كانت العينة النباتية منخفضة الإصابة بالفيروس. 


1 


"'- استخدام جهاز دهاع نلع] تقطن عممععدم 2١019:‏ عتسارة0) ممسنتسصس1 
0-0 
تعتبر من أكثر الطرق حساسية للكشف عن الكثافة العالية والمنخفضة للفيروس 
بالمقارنة بغيرها من الطرق الأخرى المستعملة مثل: 
ممأاعدع1 متقطن عممعع سرامم <- ]0ط ] 


.تككش أمع 5026 ولناكمر] لعطصاا عفمتجصوظ -طنء 1ل هدك لإلوطلامة ءاه -ذ4د5] .285-81 .2 
1631101 القن عمموع مم نز[ه2. - ع لام 3ن 70لالتتتس]ا - )10-28 .3 


الكشف عن فيروس تورد القمة فى الموز 

فيروس تورد القمة (/88713) دلطأ8210ةه م10 لإطعهناظ قمدصة8 من أخطر الأمراض 
الت ىتصيب الموز فى العالم. ؤينتشر فى لحاء النيات بتركيز منخفض, وحشرة امن -برعتر 
2 1 من أهم الحشرات الناقلة للفيروس. وللكشف عن الفيروس تؤخذ 
عيثة 5 وَرنها 1 ٠‏ جرام من العرق الوسط للورقة قَه 3 ثم تحفظ فى واحد ملليلتر منظم قوسفات 
ملحى (2135) 521116 ىع1اناط-ء)ةطمومط!ط يحتوى على ه. ١‏ مولر فوسقات رقم حموضته 
5 ومضاف إليه ٠,14‏ مولر كلوريد صوديوم. وثيت أن جهاز 10-2505 من أكثر الأجهزة 
حساسيه للكشف عن الفيروس فى تركيزاته المرتفعة والمنخفضة فى عصارة العرق الوسط 
لنبات الموز بالمقارنة بغيره من الأجهزة مثل 088-8115848 و50 (1994 ,411ة5). 


(ب) إنتاج نياتات خالية من الفطريات 
ين ا ا م 
ما يحتويه جسهها من مواد غذائية حتى تتمكن من العائل. وتعمل ممصاتها -88 
انا 655 على تَد تثبيت الميسليوم أثناء نموه وانتشاره. وقد يخترق الميسليوم بشرة 
الثبات مباشرة عن 55 الضغط الميكانيكى أو بإقراز الإنزيمات المحللة للجدار 


١و‎ 


الخلوى. وتستمر الأنبوبة الجرثومية فى نموها حتى تخترق فتحة ثغر ثم تنتشر بين 
خلاياه وترسل ممصاتها داخلها لتتناول غذاءها. 

وتستخدم زراعة المرستيم بنجام فى إنتاج نباتات خالية من بعض أنواع البكتيريا 
مثل .12 تاسصةط ب00710225باءعع ركنا//8201 +31110770725 وبعض أنوا اع الفطريات 
مثل. لناعةدنا باصدةا الع لمعلا بدلوماءمعلط] يهدمطمه0131ط و إنتاج نباتات قرنقل 
خالية من قطر 5/اقعه “ل سفعوم: #انترهدلاط. وقطريات 77 نرم موده «منيدد ل 
كلععععتعتله دردرامماهاط2 تتطاصةتل م ويكتريا -ماعع بز|ابرأصمرقه كدممدرممنعوطر 
االعطايهم تسناررهاءة5. وبزراعة المرستيم يمكن إنتاج نباتات جلاديولس خالية من 
قط ر 1011ل3اع .؟ «بنارممعيرده ت«ستمدكئل وهو مرض خطير يصيب الجلاديولس» 
و إنتاج نباتات 7نزومجبرواء8 خالية من بكتريا /071ع2اءم 2710110825 » ونباتات 
بيجونيا 2005ل 150812 خالية من بكتريا 07122جء 257107025.. ونباتات 
فراولة خالية من قطر 22,26 1/3 ورمتاناممس/2. 


درجات مقاومة النباتات للأمراض 


1121211111 نياتات منيعة 121215م‎ -١ 

نياتات لا تظهر عليها أعراض الإصابة بالمرض بالرغم من توفر الظروف الملائمة 
لنموه وانتشاره. ولا توجد نباتات منيعة ضد جميع الأمراض » بل قد يكون منيعا 
ضد مرض معين دون غيره. 
؟- نياتات مقاومة كامدام أمماواوع ]1 

نياتات تظهر عليها أعراض الإصابة بدرجة محدودة ولا تؤشر على نموها 
وإنتاجيتها. وقد يرجع ذلك إلى: 

- صغر حجم الثغور» وقدرة النيات على قفل الثغور بسرعة عند حدوث الإصابة» 
أو قدرة النبات على شغل غرفة الثغر بخلايا برانشيمية» أو سرعة التثام الجروم. 


من 


- وجود شعيرات أو طبقة سميكة من الكيوتين على أسطح النبات تعوق الأنبوية 
الجرثومية من اختراق الأنسجة. 

- وجود مواد كيميائية سامة تؤثر على نمو الميكروب وتوقف تموه. 

- ارتفاع الضغط الأسموزى لبروتوبلاست الثيات عن بروتوبلاست الميكروب فلا 

- عدم وجود مواد غذائية يحتاجها الميكروب مثل بعض الفيتامينات أو الأملاح 
فيتوقف نموه. 

- عدم ملاءمة درجة حموضة البروتويلاست لثمو القطر. 
'- نياتات شابلة للإصاية (حساسة) 5أصدآام عأطتامءءدنة 

نباتات تظهر عليها الإصابة بشدة وتؤثر على نموها وإنتاجيتها. 
*- نياتات شديدة القايلية للإصابية 5أمدَام أ [أطنأمعءكناة معلا 

نياتات تموت خلاياها بمجرد وصول ممصات القطر إليها. 


لالالا 


يفضن 


الباب السايع 


إنتاج نباتات أحادية فى المعمل 
5 ]0 210011110 1110 اقل 


الأعضاء المذكرة فى النيات 

هى مجموعة من الأسدية 85 موجودة فى الزهرة. وتتكون السداه من خيط 
41 ومتك ععطاهة. ويتكون المتك من فصين كبيرين مفصولين من الداخل 
يحاجز. ويحتوى كل فص على حجرتين يفصلهما نسيج فاصل. ويحتوى كل فص 
على كيس جرثومى بداخله حبوب اللقام. وجميع خلايا الأنسجة الضامة والفاصلة 
بين حجرات وجدر المقك هى خلايا جسمية ثنائية العدد الكروموسومى. بيتما 
حبوب اللقاح هى خلايا أحادية العدد الكروموس ومى. وينتج عن الزراعة المعملية 
للمتك نباتات ثتائية مصدرها خلايا الأنسجة الضامة والقاصله بالمتك ونياتات 
أحادية مصدرها حبوب اللقاح. وتنشأً حيوب اللقا اح فى المتك من خلايا أمية -امم 
5ااء» رعاماهم: مع1 موجودة فى الطبقات الداخلية لجدر الأكياس الجرثومية. وتنقسم 
الخلية الأمية انقساما اختزاليا وزوه261 إلى خليتين أحاديتين 10194م112» ويسمى 
دور الخليتين 84لا2. ويتيع ذلك انقساما عاديا 5أ5ه]261 ليكون أربع خلايا أحادية» 
ويسمى دور الأريع 76184. وبذلك ينتج عن كل خلية أمية واحدة أريع حبوب 
لقاح. ثم تتفكك خلايا حيوب اللقاح (5ع0م5م1/1162) ومتدمع مه2011 جاهزة للتلقيح 
والإخصاب. وحبة اللقاح خلية كروية أو بيضاوية أو مضلعة لونها أصفر غالبا لها 
جدار خارجى عادة سميك عليه تجاعيد وأضواك مميزة لكل نوع نباتى. وحبة 
اللقا اح بداخلها مادة هلامية عكرة تحتوى على مواد غذائية فى صورة حبيبات. 
وقبل انتثار حبوب اللقاح من المتك تنقسم نواة حبة اللقام إلى نواتين تتميز إحداهما 
بكثافة السيتويلازم المحيط بهاء وتسمى نواة جنسية كدءاءناه ©10)همعم06 أو خلية 


14 


تناسلية وتبقى صغيرة بدون جدارء بينما النواة الأخرى كبيرة وتسمى نواة خضرية 
كناءأعنار علاالهاعع6/. 
الأعضاء المؤئئة فى النبيات 

يمثل المتاع 01/361 عضو التأنيث بالزهرة فى نباتات مغطاة البذور -28510م 
5 . ويتكون المتاع من كربلة واحدة أو عدة كرابل. وتتركب الكريلة [»منة0) من 
جزء قاعدى يعرف بالمبيض /5ة01 ويعلو المبيض خيط رفيع يعرف بالقلم ءانا5. 
ويوجد فى الطرف العلوى للقلم جزء منتفح يسمى بالميسم 00002 والميسم جسم 
كروى صغير وبرى أو أملس مغطى بطبقة لزجة لاقتناص حيوب اللقاح. ويحتوى 
المبيض على بويضة 16دا0 واحدة أو أكثر. وتقوم البويضة بوظيفة الخلية التناسلية 
الأميةء فيها ينشأ الجنين بعد الإخصاب أو هى الكيس الذى يحتضن الجنين بداخله. 
ولذلك تسمىالبويضة علميا يالخلية الأمية للكيس الجنينى 1اء© عع201 عدر -مرمطهر8 
مثلها مثل الخلية الأمية لحيوب اللقاح. وتتركب البويضة أساسا من نسي النيوسيلة 
5ناًاءءنااة محاطا غالبا يغطاء من الخارج متكون من غلاف أو غلافين ماعدا منطقة 
خاصة يتكون فيها النقير #الام041:0 وقد يكون نسييع النيوسيلة بدون أغلفة. وحيث 
إن البويضة وظيفتها تناسلية فلابد وأن تدخل فى انقسام اختزاك (ميوزى) لتكوين 
خليتين 20إ2» ثم انقسام عادى (ميتوزى) للوصول إلى دور أريع الخلايا 1624 » 
وهى النتيجة النهائية للانقسام الاختزاليى. وتحتوى كل من الخلايا الأربع على نصف 
العدد الأصلى من الكروموسومات. ثم تهضم ثلاث من الخلايا الأريع وتبقى خلية واحدة 
فقطفى المبيض وتعتبر نواة أنثوية حقيقية تبدأ فى تكوين الكيس الجنينئ. وتنقسم 
النواة الأنثوية الحقيقية إلى ثلاث انقسامات يطريقة الانقسام العادى 5أ2[605 ليتكون 
بعدها ثمانى أنوية جميعها مختزلة» أى تحتوى على نصف عدد كروموسوفات الخلية 
الجسمية. ويحدث بعدها توزيع للثمانى أنوية فى فراغ الكيس الجنينى. فتتجه ثلاث 
منها نحو أحد أقطاب الكيس الجنيئى وتسمى بخلايا 420100021. وتتجه ثلاث أخرى 
تحو القطب الآخر حيث تمثل خلية منهم الخلية الأنثوية الحقيقية يعء 221216؟ 6ئ1 
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وتسمى الخليتان بالخلايا المنشطة 15اءعه ء06:86]1لا5. وتبقى نواتان من ثمانىالأنوية» 
كباءأعناه مكنم أو النواة القطبيه 5ناءاء21 :2013 وبعد انتهاء هذا التوزيع يصيح 
الكيس الجنينى مؤقلا لاستقبال حيوب اللقاح. وزراعة البيضة معمليا قيل إخصابها 
يؤدى إلى إنتاج نيات أحادى العدد الكروموسومى. وبمضاعفة عدد الكروموسومات فيها 
تنتج نياتات ممائلة لنبات الأم. وزراعة المبيض أو البويضة أو الكيس الجنينى يجميع 
محتوياتهم سيؤدى إلى إنتاج نباتات مختلقة فى عدد الكروموسومات» إذ يؤدىإلى إنتاج 
نياتات ثنائية من الخلايا الثنائية ونباتات أحادية من الخلايا الأحادية. 


التلقيح والإخصاب 

تنتقل حبة اللقاح إلى الميسم ) وتسمى يعملية التلقيح 01م ثم تئنيت حبة 
اللقاح مكونة أنبوبة لقاحية 6ن 06:0 تخترق نسيج الميسم ثم القلم متجهة نحو 
المبيض ثم الكيس الجنينى ثم البويضة. وعند بدء إنيات حية اللقاح على الميسم 
أو قبل ذلك مباشرة تنقسم الخلية الجنسية (الذكرية) إلى خليتين 2980 وعند 
وصول طرف أنبوبة اللقاح إلى البويضة تختفى عادة النواة الخضرية عاتاهاءوع/ا 
اع 1 ثم تفرغ 5 اللقا اح محتوياتها فى الكيس الجنيئنى فتندمج إحدى 
الأنوية الذكرية مع البيضة (النواة المؤنثة الحقيقية)» ويسمى ذلك بالاندماج أو 
الإخصاب 8ؤ1اه2أانك28 وتنتسج ئواة الزيجوت 2980:6 التى تجتوى على عدد 
من الكروموسومات يساوى الموجود فى الخلية الجسمية. أما النواة الذكرية الثانية 
فتندمج مع النواة المندمجة القطبية دناءاعلاه عدامم8 وينتج عن هذا الاتحاد نواة واحدة 
هى ئواة الإندوسيرم 7 تحتوى على ثلاثة أضعاف العدد الأساسى من 
الكروموسوماتء لأنها تنشاً من اتحاد ثلاث أنوية تحتوى كل منها على نصف 
العدد الأساسى من كروموسومات الخلية الجسفية. وبانتهاء الإخصاب وتكؤين 
الجنين (الزيجوت) واكتمال نمو الجنين يكون قد اكتمل تكوين البذرة. 


لحل 


تعريف النباتات الأحادية 5أصدام 1010م1]12 


يعرف التبات الناتج من الطور الجرئومى 16إ!م0:0م5 (حبة لقاح أو ييضة) بأنه نيات 
أحادى لأدامة11 عقيم تحتوى خلاياه على نصف العدد الكروموسومى الموجود فى الخلية 
الجسمية. والتيات الأحادى قد يكون مصدره حبة لقاح ويسمى نشوءا ذكريا -4850:08656 
دلق أو مصدره بيضة غير مخصبة ويسمى نشوءا أنثويا دأ لاع 0م06 أو نشوءا بكريا -:ة2 
0015م رؤأوعدء06208. وتضاعف عدد الكروموسومات فى النباتات الأحادية يؤدى 
إلى إنتاج نباتات متضاعفة 105وامةطيزاه2 أى إنها نياتات متضاعفة ومصدرها نباتات 
أحادية. وهى نياتات خصبة منتجة للبذور. وبدأت تجارب زراعة المتوك عام 1910١‏ 
على الأرز والقمح فى الصين» ثم امتدت التجارب إلى الذرة والشوفان والتريتيكال والتيغ 
والقطن وفول الصويا والشلجم والكرنب الصينى والفلفل وبعض الأشجار والشجيرات 
وكثير من نباتات الزينة. وشملت زراعة المتوك وحبوب اللقاح الآن أكثر من ١7١‏ نوعا 
نباتيا ينتمون إلى 5١‏ جنسا و56 عائلة نباتية. ومازالت تحتاج إلى مزيد من البحث لحل 
بعض الصعويات التى تواجه إنتاج النياتات الأحادية لبعض المحاصيل. 

أهمية النياتات الأحادية 

-١‏ إنتاج سلالات نقنية 

يمكن الحصول على سلالاات نقية بطرق تقليدية تشمل التهجين والتلقيح الذاتى أو 
الرجعى لعدة أجيال مع الانتخاب للتخلص من الصفات غير المرغوية. ويؤخذ على 
هذه الطريقة أنها تحتاج إلى مجهود وفترة زمنية طويلة. بينما زراعة المتوك أو حبوب 
اللقاح أو البيضة فى المعدل يمكن إنتاج نباتات أحادية العدد الكروموسومى 1010م11: 
فإذا عوملت النبتات المعملية الأحادية بالكولشسين يتضاعف عدد الكروموسومات 
فيها وتنتج سلالات ثنائية 1010م1158 خصبة متجانسة 5لامع/210002 وثابتة وراثيا 
أنهععهة! فى وقت قصير. وقد أنتجت سسلالة ذرة '*03!!-ه:ا0” برّراعة المتوك فى 
فترة تقل عشر سنوات بالمقارنة بإنتاج سلالة مماثلة فى التجانس بالطرق التقليدية. 
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وتميزت هذه السسلالة بارتفاع المحصول وقدرة عالية على التوافق الهجينى حيث 
أدخلت فى إنتاج ؟" هجيناء تميز منها 1ه هجينا بارتفاع المحصول. وقد تفوق 
اليجين نال (102] << 411) عليهم جميعا (1980 ,21 غ2 ,لامالا). 
"- استحداتث تنوع وراثى فى النباتات الأحادية المتضاعفة 

نباتات الأرز الناتجة من الجيل الأول د81 للهجين :20855675 مدأكا > أاذل» 
هى نياتات ثنائية غير متجانسة لأنها تحتوى على جينات متجمعة من الصنفين. 
وبالزراعة المعملية لحبوب لقاح الجيل الأول (51) نتجت نباتات فى الجيل الأول 
(111) مختلفة فى تركيبها الوراثى. وبمضاعفة العدد الكروموس ومى لهذه النباتات 
ظهرت +7 تكوينات وراثية» بعضها يحمل صفات الصنف الأول ويعضها يحمل 
صفات الصنف الثانى» والبعض الآخر جمع بين صفات الصنقين دمع 02 غكلطذنادهآ 
م1977 ,1974 ذوتاعد رشكل .)١‏ 

شكل )١(‏ مقارنة بين برنامج تربية نباتات أحادية وبرنامج تربية تقليدية 


برنامج تربية تلنباتات الأحادية 


نبات الأم نبات الأم 16 تبات الأب 
لل 3 
زراعة حبوب لقاح أو متوك أو بيضة 1 
ل 4 
< إنتايج نباتات أحادية > 52-5 
بل لل التلقيح الذات ىأو 
تضاعف ذاتى تضاعف بالكولشسين التيجين الرجعى مع الانتخاب 
لل ل لل 
> »> 111 جاح و 
نباتات ثنائية متجانسة 56 
04 سلالات ثايتة وراثيا 
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؟-- استحدات أصناف جديدة من الأرز والقمح والتيغ 

بزراعة متوك الجيل الأول الهجين (51) من الأرز والقمم والتبغ تم الحصول على: 

( أ) صنقين من الأرز هما (1-.310 نالا 3د1]) و(2-.2]0 ئل1031) يتميزان بمحصول 
مرتقع من الحبوب 7٠٠١(‏ كيلوجرام/ هكتار) ومقاومة اللفحة البكتيرية 182016781 
معام والتأقلم للبيئكة بدرجة عالية. وصئفين آخرين هما (نال)ا هأ) ومناةا عمة1) 
(2-.50 يتميزان بارتقاع المحصول .(1978 رأنآ 0هة معط6) 

(ب) سلالة جديدة من القمح الشتوى تسمى (108035-2288[) تتميز بسنابل 
كبيرة وارتفاع محصول الحبوب وقوة نمو الأشطاء ومقاومة مرض الصدأ المخطط 
أدنار عما5 والبياض الدقيقى 5211060 بررعل201 وقصر الساق ومقاومة الرقاد -6اومآ) 
(1977 مقصتطن) روعتاعمعع ]0 عايا. 

(ج) الصنف (1-.0 بالاهة0) من التبغ متفوق بجدارة على آيائه فى المحصول 
ومقاومة الأمراض. واستغرق “ سئوات من زراعة حيوب لقاح الجيل الأول الهجين 
حتى تم توزيعه على المزارعين (19742 ,قسنط0 رع «ناأمقطة ,مععوطه؟' كه معان أاكم])ء 
3 رفع كقاءة الانتحاب تنصفقات المتئحية 

تحتوىالنباتات الأحادية على طاقم واحد من الكروموسومات» لذلك فإنها ثايتة 
ورائيا أى إن صفاتها السائدة تظل سائدة والمتنحية تظل متنحية . والتعبير الوراثى 
للصفات الوراتية شديد التباين. فمثلا تهجين الصنف 502058-62 من القمح ذات 
الحبوبي الحمراء مع الصتف اع11028 ذات الحيوب البيضاء كانت حبوب الجيل 
الأول (,5) الناتجة حمراء اللون» لأن اللون الأحمر سائد على اللون الأبيض. وفى 
الجيل (ر) تم الحصول على 111 نيات منهم 1م نبات حيوبه حمراء و١٠٠‏ نيات 
حبويه بيضاء. وكانت نسية الانعزال جلث 1). وأوضحت هذه التجرية أن تربية 
الثياتات الأحادية من الممكن أن ترفع كفاءة الانتخاب للصفات المتنئحية مع سهولة 
التخلص من الكايميرا (19776 , 1974 تع أعمعع 01 عالالاكم] ). 
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ه إنتاج نباتات مذكرة 


يمكن الحصول على نياتات مذكرة من الذرة والأسبرجس 15 وتتميز 
نياتات الأسبرجس المذكرة على النباتات المؤنثة فى إنتاحٍ محصول المهاميز (الطرف 
القمى من الساق وهو الجزء الصالم للغذاء)» كما أن النياتات المذكرة تعمر أطول من 
النياتات المؤنثة (1980 ,1ه اك ,ناللا). 


-١‏ سهولة استحداث الطفرات فى المزارع الأحادية 

يعتمد نجاح تحسين أى محصول على مقدار التغييرات الورائية المتوفرة مع 
انتخاب الأفضل من هذه التغييرات. ويعتبر الإشعاع والمطفرات الكيميائية وسائل 
ناجحة فى إحداث تباينات وراثية. وتعتبر مزارع الكالس الغنية يالسيتوكاينينات 
مصدرا هاما أيضا للحصول على تباينات وراثية. وتيسر زراعة الخلايا الأحادية 
دراسة وراثة الخلايا الجسمية» لأنه فى بعض الحالات قد تكون للطترة الخلوية 
فعهذا الوه :0مانا! أهمية خاصة. والطفرات الناتجة من معظم الخلايا الأحادية ئيس 
لها تعبير جينى لأنها طفرات متنحية. ويمكن استخدام خلايا الكالس أحادية العدد 
الكروموسومى فى دراسة تأثير بعض المطفرات مثل الإشعاع والكيماويات» وقد تميزت 
فى ذلك الخلية الأحادية وحبوب اللقاح على المتوكء حيث تؤدى زراعة المتوك إلى 
إنتاج نياتات أحادية 9 بجانب نياتات مختلفة التضاعف. وتستخدم مزارع 
الخلايا الأحادية ومزارع البروتويلاست بنجاح فى عزل خلايا طافرة أله ؛مقاناة/ا 
65 لأنواع نياتية عديدة مقاومة للمضاد الحيوى ستريتومايسين وطفرات مقاومة 
مركب 10176كنا -لإ»:0ء0مصرو5-8 (1973 ,21 )ع ,8121153) وطفرات مقاومة لمركب-»ء/1 
عصتصسل:110نا5 101001716 وطفرات مقاومة لئيماتود! البطاطس وطفرات مقاومة لدرجات 
حرارة مختلفة .(1981 رواعطانا 200 اعددعللا) كذلك تم الحصول على طفرات بتعريض 
تبتات تبغ حديئة العمر. ناتجة من زراعة المتوك؛» إلى جرعات من هر,١!‏ إلى " كيلوراد 
من أشعة جاما. وأظهرت هذه الطفرات نسبة عالية من التغييرات الورائية فى الشكل 
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والحجم ولون الزهرة وبعضها كانت كايميرا مؤكدة. ونتجت طفرة أزهارها ييضاء يعد 
زراعة متوك نبات التيغ على بيثة مضاف إليها ٠١‏ * مولر من مادة3سة طء801]5) 
دأء كارأ دعننا لإمعط-غل-الإمع طم م 1ل 3-)2 (1969 اعمال وقام -526 2920 عاناع رباع12 
)١971(‏ ملعدء بتعريض براعم زهرية للصتف 81181 ه[وأع:1/ا من التبغ سوام ء رم 
77 إلى الجرعة واحد كيلوراد فن أضعة -<. م زرعت المتوك بعد فصلها من 
الأزهار المشععة على بيئة غذائية وكانت النتيجة أن ظهرت تشوهات كروموسومية 
بنسبة 5/. كذلك يتطبيق زراعة المتوك أمكن استحداث تغييرات وراثية فى العديد 
من النباتات واتتخبث سلالات متها وأصبيحت بعد ذلك أصنافا تجارية. فمثلا فى 
الصين استحدثت أصنافا جديدة من الأرز تسمى 1821088-1 (1976 .21 اء يفالا) و 
2-نا11128و 11013511-1 ومن القمح تسمى 5102-1 لآو [1-أءم12] ومن التبغ تسمى 
1-لالامة1 (1978 ,.[2 أء ,نااك)و 2-لالامذ1و 3-بالامة1. وقى اليابان اس تحدث صئف -7 
1 من التبغ مقاوم للذيول اليكتيرى من خلال زراعة المتوك. 


إنتاج نباتات أحادية من حبوب اللقاح 


أهمية زراعة حبوب التقاح 


-١‏ يفضل زراعة حيوب اللقاح لتجنب الصعويات التاتجة عن صلاية جدر متوك 
بعض الأنواع النباتية. 

؟- النباتات الناتجة من حبوب اللقاح متجاتسة بعد تضاعف كروموسوماتها 
بالكولشسين» ولاينتيم عنها انعزالات وراثيةء وأن حوالى٠4/‏ من السلالات الناتجة 
هى سللات ثنائية لها تعبير جينى متجاتس. بيئما النباتات الناتجة من زراعة 
المقوك تحتوى على نباتات أحادية مصدرها حبوب اللقاح ونباتات ثنائية مصدرها 
جدر المتك والأنسجة الضامة يه. 

- تعطىحبؤب اللقاح جنينا ذكريا مباشرة. وهذا يسهل الدراسة وتتبع التغيرات 
الوراثية والفسيولوجية والبيوكيميائية للأجنة الذكرية الناشكة مثل متابعة مراحل 


ت ل ويات 


١١ه‎ 


تكوين الأجنة من حبوب اللقساح ايتداء من تكوين الخلية القردية 5نواءسامتمناء 
ودراسة الامتصاص عكلهام1] والتحور الوراثى 50002100هه7 وتأثير المطفرات مثل 
المطفرات الكيميائية والفيزيقية مثل أشعة جاما وأشعة -لا. 


خطوات زراعة حبوب اللقاح عددالنه 5ستوعع مع1امط 


فصل حبوب اللقاح 

-١‏ بالنسية للأزهار الكييرة مثل أرّهار الداتورا 100203 128:1 والبيتونيا -ء2/ 
2 3 : تفصل حبوب اللقاح من متوك طازجة. ونتم هذه الخطوة داخل 
كابينة معقمة. 

؟- بالنسية للأرّهار الصغيرة» تعقم البراعم الزهرية أو النورات تعقيما سطحيا. 
وتفصل المتوك وتوضع فى الدورق الزجاجى الخاص بجهاز المجنس 265أمء10:008] 
يحتوى على بيكة سائلة » ويقضل استخدام دوارق رَجَاجِية وع ال [لاء كأنآ- اعوط 
وبذلك يمكن الحصول على حبوب لقام معلقة فى بيئة سائلة ومعها بقايا جدر 
المتك. ومن الضرورى بالنسية لنيات التيغع 201 1701272 زراعة المتوك فى 
بيئة سائلة لمدة 5- 5 أيام قبل فصل حيوب اللقاح. ويرشح المحلول لقصل حبوب 
اللقاح عن بقايا جدر المتك» ويستخدم لذلك قماش نايلون مساميته دقيقة تسمح 
بعرور البيئة السائلة ومعها حيوب اللقاح فقط 
بسرعة (10 < .6) لمدة أريع دقائق. ثم يتم التخلص من معظم البيئة السائلة إلا القليل 
منها المحتوى على حيوب لقاح متجمعة. ثم يضاف إليها بيئة سائلة طازجة تغسل 
حبوب اللقاح. وتكرر هذه الخطوة عدة مرات مع الحرص على إضافة بيئة جديدة 
طازجة كل مرة لضمان حسن غسل حيوب اللقاح. 
المعملية المحتوية على بيئة سائلة طازجة» وقد تستخدم بيئة صلبة طازجة بدلا 
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من البيئة السائلة. ويفضل فى حالة الزراعة فى بيئة سائلة استمرار تحريك دوارق 
الزراعهة بصورة بطيئة لضمان انتشار حيوب اللقاح فيهال قات كانت عملية تحريك 
دوارق الزراعة ليست ضرورية مع بعض النباتات مثل 102011:8 والتيغ لك لعن دك 


تحفيز حبوب اللقاح 

-١‏ ثبت أن غياب منظمات النمو من البيئة يؤدى إلى تحقيز حبوب اللقاح لتكوين 
أجنة» بيئما إضافتها للبيئة يؤدى إلى تكوين قليل من الكالس بجائب الجنين. 

؟- لزراعة حبوب لقاح التبع «سعهطتا مممتامء ل تس تخدم بيئة تحتوى على 
أملاح العناصر المعدنية المذكورة فى بيئة (1) 1967 ,لاءكاذ]! لهة مأووداه8 مضافا 
إليها الحديد لتحفيز حيوب اللقاح على النمو. ثم تنقل حيوب اللقاح بعد ذلك 
إلى بيكة طازجة مضافا إليها ٠١‏ ملليجرام/ لتر جلوتامين عماسهادا0 + ٠٠١‏ 
ملليجرام/ لتر سيرين عمنهء5 + ١٠..ه‏ ملليجرام/ لتر إينوسيتوك 51601هم0-1/ز/1 + 
أملاح العناصر المعدنية يقدر يعادل أريعة أمثال تركيزها الأساسى فى البيئة الغذائية 
(15) (جدولك .)١‏ 

+- يمكن دقع حيوب لقاح الداكورا 175032 111:2 للنمو يزراعتها فى بيئة 
تحتو على أملاح العتاصر المعدنية + 1/ سكروز ثم تحضن عند ه1- ٠م‏ 
ويبدأ انقسام الخلايا بعد ١4‏ ساعة من الزراعة. وبعد 9/7 45 ساعة يزداد انقسام 
الخلايا ويبدأ تخصصها وتكوين أجنة ثم تنمو الأجنة إلى نياتات 

4- يزداد نشاط تكوين الأجنة من حيوب اللقاح أو المتوك كثيرا برفع تركيز 
السكروز و249/0-12051:01 قى البيئة » حيث إن زيادة تركيز السكروز من ٠.١٠88‏ إلى 
مولر من العوامل الهامة لخروج النبتات من حبوب اللقاح والمتوك وله تأثير 
جيد على النمو وينظم الضغط الأسموزى للبيئة. 

ه- التركيزات المرتفعة من أيونات الأمونيوم تسداذههم:8 توقف تكوين الكالس 
الناتج من حبوب لقاح الشعير والأرز. وتحتوى بيئّة (016) على نسبة منخفضة من 
الأمونيوم وزيادة أيونات النيترات غادةئ8. لذلك تعتبر بيئة (086 هى أكثر البيئات 
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كفاءة بالمقارنة ببعض البيئات الأخرى المستخدمة فى زراعة متوك الأرز والنجيليات 
الأخرى (1975 ..21 ]© ,ناط©) (جدوق؟ و). 

>- يضاف أحيانا مستخلص درنات اليطاطس إلى بيكفة «مس ةافعم 321116*5» 
لزراعة متوك التبغ. واستحدثت بيئكة «110ل10 11 ملهاهمط» تحتوى على 7/٠١‏ 
مستخلص يطاطس + /5٠‏ من قوة العناصر الكبرى للبيئكة «1]بلا» + أملاح حديد 
+ ثايمين 56آدهد101 بالتركيز المذكور فى بيئة (845). وزيادة نسبة الثايمين فى هذه 
البيئة يشجع إنتاج الكالس (19776 ,كعءتاعمء0 آه عالطلاكم1) (جدول 4). 

جدول )١(‏ المكونات الأساسية لبيئات غذائية خاصة بزراعة المتوك وحبوب 
اللقاح (ملليجرام/لتر) 

رالطا/ة) 


00 | مك1 
عع ااتلة | ,طن عع[ لاير 


(355 20.5 
الأكانا80 | 156 [كةنتاالا 
رتلءكا زا! يق 


رظي 


11,0 .,0م لولج 
413,0 ,ي0كه/ 


تابع جدول )١(‏ 


اليايف 
10111 
نلطت ,ه1111 


فك 
ملاع 
,.أة أء 


فق (25 0.5) 
مأعسام8 | عع 51د نكا 
رلأءكا للع 


افيف 
وتاااانا 


المكونات 


2050, 20 


210 800 و88 


---- 

الك 
|25 | فيارد 

| 5ق | تين 
ا 
لكك الا 
اا 
ا 
ال 
| - | #“طدة 
الاك اا 
0 
عه 
اكه 
0 
لل كك 


اكه 


الخال 


جدول (7) محتوى بيئة (8]6) من العناصر والحديد والسكروز والأحماض 
الأمينية لزراعة متوك وحبوب لقاح النجيئيات (1978 ,©) 


المكونات 
(«متأساه5) للم 5 |[ 504.71120عس5 ,0011250 
34 0.027 ماع را . 0 الك 
1101-1 . ب كا 
معدو تروط -[ 110 خم 0.735 21207110 


لثمم 1.13 213,0ث0201 
6 0.02 | 48,0 كما 
لاسر 52 0ئ11ر50م2 
0 0.025 11,80 
ار 4.8 3 


4ع 1نامع 1 

520600 

0.1-1-06 تدعم 
536 1م 


إسزهرهس 


,ها 


جدول (") محتوى بيئة (016) من الأكسينات والسيتوكاينينات 


كسسللةي_ 
11010 
2 01123- 


11111 - 
كات ارون 
عاوعع5 


51001 
#كسالقع 
0137232 - 


نات 111 - 
أه111 
علوعع5 


2/5 3ع.7- 


لزواعة متوك وحبوب لقاح النجيليات 


غ1 +0 510016- 
عوء أء تراهنا 


-51نا 110016- 
كلقع أءنار 


-1منا 210016- 
وت 


عأة[ عه 111001- 
مع ع اانا 


-ثمن 32410016- 
عوعاع نار 


-آقنا 511001- 
وعت ل 


بشخلا 5.4-11.0 
*ابعم 300-500 


,113 1.4-2.3* 
رتآنآ أبعم 500 
-2020 1123/1 0-55 
[/ع 0.42 ,[مأزومما 
كنا 


لال 23 * 
تك اعم 500 
105آ.آ 01 
دوطعيق علاتاعع 


6ن خة !1 2.9* 
+ريخذفاة 1.1 
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بأ أك رلحط له 


طرق زراعة حبوب اللقاح 
تزرع حبوب اللقاح مباشرة فى أطباق بترى مثل زراعة الخلايا القردية ويمكن 
زراعتها معلقة فى بيئة سائلة. وتستخدم إحدى الطرق الآتية لزراعة حبوب اللقاح 


وتكوين أجنة ذكرية 5أدءمءع8110:08. 


-١‏ طريقة الزراعة الحاضتّة 16او[صطاءعء1 عتداآناء عكستالك 


تستخدم هذه الطريقة لزراعة حيوب لقاح نيات الطماطم أنععه ومعزكمممع 1 
7. حيث توضع المتوك على سطح البيئة الغذائية الأساسية الصلبة فى أطباق 
يترى ثم تغطى بقرص صغير من ورق الترشيح. ثم تضاف قطرات من البيئة الغذائية 
المعلق بها حبوب اللقاح على أقراص ورق الترشيح بمعدل ٠١‏ حبوب لكل قرص. ثم 
تحضن البيئة ومحتوياتها عند ”م مع وجود ضوء مستمر. وبعد 78 يوما تقريبا تظمر 
عناقيد من خلايا خضراء بتسية /”5١٠‏ من حيوب اللقاح المنزرعة» وهى مستعمرات 
خلوية أحادية العدد الكروموسومى. وثيت من هذه التجربة أنه لا يمكن إنتاج الخلايا 
الخضراء قى حالة زراعة حبوب اللقاح يدون وجود المتوك فى البيئة الغذائية. وبالرغم 
من نجاح هذه الطريقة فى زراعة حيوب لقاح نباتات الطماطمء إلا إن تطبيقاتها 
العملية ما زالت قاصرة على بعض الأتواع النباتية (1972 .21 غ6 ,م22ة5). 

؟١-‏ طريقة القطرة المعلقة م0كل عداوسمة11 

تستخدم هذه الطريقة لزراعة حيوب لقاح الكرنب 2ع20رءأه هعادود/8 وحبوب 
لقناح الهجين *#:26عو2/50 .8 * بوععممعاه .8“ (21970 )مم11 لسة رعسم ) 
ومضمونها : 

- توضع قطرة من البيئة الغذائية مضاف إليها ماء جور الهند» تحتوى القطرة 
على ٠ه-‏ ١م‏ حية لقام على غطاء شريحة زجاجية 00 ثم يوضع هذا الغطاء 
مقلوبا على شريحة زجاجية مقعرة. 


وننل 


- يفضل تثبيت عمود صغير من شمع البراقين وسط الشريحة المقعرة» ثم يثبت 
غطاء الشريحة الحامل للقطرة المعلقة مقلوبا على الشريحة المقعرة» ثم تثيت الشريحة 
المقعرة مع غطاء الشريحة يشمع اليرافين وترج الشريخة بحركة دائرية لتحسين 
التهوية. ويعد أريعة أسابيع تتكون عناقيد من الخلايا المنيثقة من حيوب اللقاح. 
"- طريقة نيتش 00طاء 1977 :1974 رطء5ا1لم 

تستخدم هده الطريقة لزراعة حبوب لقاح التبغ لاه 22 72 لم7 وتشمل 
الخطوات التالية: 5 

- تفصل المتوك وتزرع فى بيئة سائلة تحت ظروف معقمة. ثم تحضن لمدة أربعة 
أيام عند /اا”م» بعدها تستخلص حيوب اللقاح من المتوك بواسطة جهاز المجنس 
ءلمو 0م11 وتنقل إلى بيئه ساثلة تحتوى على 12003 (8,96 ملليمولر) + 
3 (5,ى ملليموتر) + 504,71120ع14 (هلار ١‏ ملليمولن) + 2012© (7 ١,4‏ 
متليمولر) -+- 121128504 (درء ملليمولن) + 8768214 ٠٠١‏ ملليمولر) + #متصتقات1© 
(هره ملليموتلر) + عويعء5. (هةرء ملليموتر) + 3809010051101 ٠,٠7‏ مولر) +- -26 
عله ( ١,١5‏ ميكرومولر + (خشا) لع عنتاععءة ءأولم1آ (لاهر١‏ ميكرومولر) + 
(05ر- ثالار١‏ مولر). 

- يرشم معلق الخلايا لفصل البيئة السائلة المحتوية على حيوب اللقام والتخلص 
من بقايا جدر المتكء ثم يعامل الراشح المحتوى على حبوب اللقاح بالطرد المركزى 
لتكوين تجمعات عنقودية من حبوب اللقاح. ثم تفصل حيوب اللقاح وتغسل مرتين 
ببيئة سائلة باستخدام جهاز الطرد المركزى. 

- تنقل حبوب اللقاح إلى بيئة سائلة طازج ة لتكوين معلق خلايا كثافته 
حوالى٠ 5٠٠‏ حبة لقاح/ ملليلتر. 

- توزع أحجام متساوية (؟ ملليلتر) من معلق الخلايا فى طيقات رقيقة فى أطباق 
يترى صغيرة أو دوارق سعة 50> ملليلتر. وتستخدم طريقة 1978, ,8 التالية إذا 
كان حجم معلق حبوب اللقاح صغيرا جدا. 
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> طريقة يباحاج 76)500م (19782) [22[2 


- توضع قطرة من السليكون فى وسط طبق بترى معقم من البلاستيك قطره هستتيمتر. 
ثم يوضع غطاء شريحة مقاس ؟١؟‏ 7 7١‏ ملليمتر بحذر فوق قطرة السليكون. 

- توضع قطرة -16٠‏ 500 ميكرولتر من معلق حبوب اللقاح فوق غطاء الشريحة 
باستخدام ماصة ميكرومترية. وتغطى الأطباق بواسطة غشاء 14 - «اقصهط, ثم 
تحضن لمدة 4- ١‏ أيام تحت ضوء ضعيف (6500 لكس). 

- تحضن الأطباق عند ١4‏ ساعة ضوئية يوميا وشدة ضوئية 7٠٠٠١‏ لكس وحرارة 
م وتيقى حتى النهاية. 
عوامل إتجاح زراعة حبوب اللقاح 

-١‏ غسل حيوب لقام نباتات التبغ والداتورا جيدا بعد فصلها من المتوك خطوة 
هامة للتخلص من ال مواد المانعة لإنياتهاء وتعريضها للبرودة قد يؤدى إلى انقسام 
ميتورى 1410515 طبيعى وتكوين أنوية خضرية وتناسلية طبيعية وزيادة حيويتها» 
وقد تسبب تشوهات فى الانقسام الميتوزى الأول وتثبيط مراحل تطور الجاميطات 
واختلاف فى إنتاج الأجنة الذكرية. ولذلك يوصى يعدم تعريض حيوب اللقاح 
للبرودة (1978 ,يدزه8) 

؟- تتكون الأجنة الذكرية من حبوب اللقاح المفصولة من نيات التبغ عند أية 
مرحلة من مراحل نمو حبوب اللقاح ابتداء من مرحلة وحيدة النواة دناعاءعناماولآ 
والاتقسام الميتوزى الأول 15 71251 حتى الطور الأخير من تكوين النواتين 1.216 
5ناءءلاق61. وتنخفض نسية النجاح بدرجة كبيرة كلما تقدمت حبوب اللقاح فى 
العمر. وزراعة حيوب اللقاح وهى فى مرحلة متوسطة أو متأخرة من الثمو وعندها 
تحتقوى على نوية واحدة 5ع05م5م2عتط مكناءاء تجتنا -ع1د! عه -5410 تؤدى إلى 
الحصول على أفضل عائد من النباتات الأحادية. وحيث إن المتك الواحد يحتوى 
على جميع أطوار النمو المختلفة لحيوب اللقاح» ابتداء من مرحلة الخلايا الأمية 


وها 


إلى وجود تباين شديد فى التباتات التاتجة من زراعة المتك. وقد تأكد ذلك بزراعة 
متوك القمم ومحاصيل أخرى (1980 رقضةبزنا0 4مة 816) (جدول 0) . 


جدول (ه) طور نمو حبوب اللقاح المناسب للزراعة المعملية 


71 ,تتتقطمة01- 

0 هلا 2 21101 
,1970 ,21 أع 2طنا0- 

53 .21 أء مما 

53 رعع عط ءا نا-2 نط - 


ع2[ ع0 عأدعاء لاململا- 
معنا لمنا 

- 1110 01 12 

11 هنا 

216] 05 ملع لء تاماولا- 
)3أناء لمانا 
نا 216[ 
1- 
16 عه -810- 

6ع أء اونا 
1ن 26آ- 


عنتعأنا/ «رنءع 8/00 - 


- 022 521/8 0. 


08 1لاذ- 

153 .31 أء رقللاك- 
,1973 .[2 أعرعمةنإن01- 
58 ,030 نت 1و2 
3 .,.1ت اء عم185- 


[مععه عإوععك - 
عاو - 
نال او26 7انا 7771/1 - 


2054130171 7 - 
ناه مقلع ومجبزوه عا 


* - زواعة المتوك ع اانه تعطاسفظ 
نياتات يمكن إكثارها برزراعة المكقوك 

تتميز طرق الرّراعة المعملية للمتوك بأنها بسيطة نسبيا وسريعة ولها كفاءة عالية 
فى إنتاج ثياتات أحادية. 

وأمكن إنتاج نباتات أحادية يزراعة متوك أو نباتات أحادية أو أنسجة أحادية 
لئياتات عديدة مثل: 

لاقل مع أككمر8آ بكلدوا ملاعم معاتدورظ8 رمو درعأه معاعكور8 روصادوءمرنقة قعأدودو 8 


21115 
تققد تسنتادظ ,دلتدومدا ومنا02ط رتسام ع ]نعي تمعد رعممع زا رومد صمعتعرعممع زا 


كما 


,15ت كهان لا تالاه اكهةت) :1النالاقلة 7الناءأومكت) م2 077هزأتك لاط ,12و م7طعء 1111123 
,15دالع1 اع #عناايع ل هع ع 2 ملل طتماه موعنائء ل جوعرلء ج72 عنحاننه «رممجتزا عنحارنى 

تهمه قاكعء 17 :.مه دناتوضزءدمبرلط :.ممد كتطعديق رصمد عنااسمم .ممه ومونامء لز 
:1191/112112/ 12110و 2ل ,1ل ةواتالا هاع 8 ,كلأ 2ترل 0111 كدو دردمك ار يرودرر ومع يراه 
:26517110111 11للاه 117/1‏ جلق 1110‏ ولوضعماد ‏ التاتهراعء 32 تعيووان ‏ «تاطاويوى 
.5/ز1112 222 تضيع 1011 165ل! ردقا دعلا ج«دبوونء سناع ومسرمميع ل عر دصنه اودعت :1 
-12لء8 #2ممعلم بكلعصم مدتزمم ول رمم عموترعمل ردمدنلمل وتوممنطتهم 
بومصم3 

انها مدع قره 8 بكنتأ ويل 2/2) ممع نصيناع كزلها زو 0ط بوعناصره ه08 ,دانار] واككوه 
:كنال ألا" /00121 كنتامط :2/15511210111/]كنا (اللاالط رممد (متزاشة ر صنهع 


فصل وزراعة متوك نبات التبغ 

نبات التبغ من الأمثلة النموذجية لإنتاي نياتات أحادية. وتنتخب المتوك غير 
الناضجة لضمان احتوائها على حيوب لقا وحيدة النواة 5ناء[ءناه101] وهى فى 
مرحلة ما قبل الانقسام الميتوزى الأول (1980 ,عهدلا 204 دا200). ويمكن إجراء الآتى 
لإنتاج أجنة ذكرية 5اوعمعع 48200 . 

-١‏ تعقم اليراعم الزهرية فى محلول هيبوكلوريت صوديوم بتركز /١‏ (وزن/ 
حجم)» أو محلول كلوركس تجارى 010,08 بتركيز 10 (حجم/ حجم). ثم تغسل 
البراعم مرتين بماء مقطر معقم مرتين. وإذا فصلت اليراعم الزهرية من نباتات نامية 
داخل صوبة محمية فلا تحتاج إلى تعقيم. 

؟- تفصل المتوك يبإحداث شبق من جائب واحد من اليرعم الززهرى. ثم يضغط 
على الأسدية برفق لفصلها. ثم تفصل المتوك يحذر تام حتى لايحدث أى ضرر لهاء 
وتستيعد المتوك التى حدث لها ضرر أثناء فصلها لأنها تميل عادة إلى تكوين كالس. 
ثم تجمع فى طبق بترى معقم وتزرع مباشرة على بيئة غذائية صلبة. 

- قزرع المتوك بمعدل ه- ٠١‏ متوك فى الدورف. المخروطى مع مراعاة كثافة 
الزراعة المناسية. 


1١ /اه‎ 


الاحتياطات اللازمة لقصل وزراعة المتوك 


-١‏ تعتبر البراعم الزهرية المقفولة يعد تعقيمها سطحيا مصدرا جيدا للمتوك. حيث 
تزال أوراق الكأس والتويج يحذر» مع الحرص بعدم وصول مواد التعقيم إنى المتوك 
لتفادى الضرر الذى قد يحدث. وفى تباتات العائلة النجيلية مثل القمح والشعير تعقم 
السنيلة وهى مازالت متصلة بحامل السنيلة ثم تفصل السنيلة بعد تعقيمها. 

؟- يفصل المتك تحت ميكروس _ كوب إذا كان اليرعم الززهعرى صغيرا مثل ثئياتات 
5ا8 و8255103. ويكم ذلك بإزالة غلاف د 5 طامداءء5 فقط والإبقاء على 
باقى أجرّاء اليرعم على اتصال مع الأسدية. ولا يؤثر وجود بقايا أجزاء الزهرة فى 
البيئة الغذائية على طبيعة مو حبوب اللقاح الوجودة داخل المتوك. 

- فى حالة الأزهار والمتوك كبيرة الحجم تزال الأسدية كمعهةا5 بأكملها مع 
الخيط الحامل لهاء ثم توضع فى وضع أفقى ويفصل المتك من الخيط 20686ا]1 يدقة 
وحرص. حيث لاتتتقل المواد الغذائية من البيئة الغذائية إنى المتك خلال الخيط وقد 
الس ما وجودم متع ثكمو حيوب اللقاح. 

4- تزرع المتوك يعد فصلها مباشرة على بيئة مناسبة ضلبة أو سائلة» بحيث 
يكون هناك اتصال مياشر بينها وبين البيئة الغذائية يما يضمن وصول المواد الغذائية 
إلى حبوب اللقاح. وزراعة المتوك فى بيئة سائلة يجعلها تطفو على سطحهاء لذلك 
يستازم تثبيتها على جسر من ورق الترشيح. 

ه- بالنسية للأزهار الكبيرة يمكن الحصول على كثافة جيدة من حيوب اللقاح 
بزراعة متك واحد/ ملليلتر بيئة سائلة» حيث تعطى هذه الكثافة حوالى ه *« 1٠١‏ 
حية لقاح/ ملليلتر بيئة فى تبات 1770112 3/ل121 و؟ * ٠١‏ حية نقاح/ ملليلتر بيئكة 
فى نبات 177ئه© 1202 16017282/. ويمكن زيادة عدد المتوك/ ملليلتر فى البيئة السائلة 
بالنسية للبراعم الزهرية الصغيرة للحصول على نفس الكثاقة تقرييا. 

5- تنيت حبوب اللقاح بعد "؟ - + أسابيع من زراعة المتوك منتجة نبيتا 21 
أحادية له تشابه التياتات ت الثنائية المأخوذة متها وقد ينتج المتكُ الواحد أعبدادا 


١ ممه‎ 


كبيرة من النبتات» ويقضل فصلها عن بعضها مباشرة يعد تقفتم المتك. وفصل 
النبيتات فى هذه المرحلة المبكرة يساعد على قصلها ونقلها بسهولة إلى بيئة طازجة 
جديدة» بينما يؤدى التأخير فى فصل النيتات إلى تداخل وتشايك جذورها داخل 
المتك المتفتح مما يؤدى إلى تكوين كالس وتكوين أعداد أخرى من الأفرع. 

/ا- تنقل الئياتات ذات المجموع الجذرىالجيد إلى عبوات تحتوى على بيت 
موس ورمل. ويجب إزالة آثار الأجار جيدا من الجذور قبل النقل. ثم تنقل النباتات 
للصوية لتبقى تحت الرى الرزازى (الضبابى) 108:دو1: 3151 لمدة عشرة أيام لإتاحة 
الفرصة لتكوين مجموع جذرى يقوم يوظيقته جيدا. 


البيئّة العذائية المناسية لزراعة المتوك 
تستخدم يتجاح بيكات تاءكازئة 1962 رع00غ51 200 ع5 أكه1ن31 ,1963 رعازط/لا 
,1969 2150115 وغيرها من البيئات المشتقة منهم فى الزراعة ال معملية لمتوك الدخان 
وقد أدخل عليها يعض التطويرات. ويعتبر الحديد من العناصر الهامة المضافة لبيئة 
المتوك. وتصنف الأنواع النباتية كالتالى: 
-١‏ أنواع نباتية لا تحتاج متظمات تمو 
تعتير بيئكة (645) 1962 ,عع5100 0هة ععنطكه340 والإضافات التىأحدثها 
(1967) ,3011561 أساسية لزراعة متوك وحبوب لقاح هذه المجموعة من النياتات. 
وإضافة الفيتامينات والحديد والسكروز لهم أهمية فى تحفيز نمو وتكوين النبتات 
من حبوب اللقاح أو الكالس. ولا تحتاج هذه المجموعة إلى منظمات نمو. وتتميز 
حبوب اللقاس فيها أنها ثنائية الخلية عةان!اء٠81.‏ وتضم هذه المجموعة الأنوا 
ع 2 ونصم دوع 
النباتية الآتية: 
نع وطتا ومونامء 8 بول بابرا وزررماء] عولط وناتوصوعدم رغ , وندممتر جنات( 
2 | ر فاقاناءمهم 7 ر وتتاوع ابر كز 


١4 


وإضافة الفحم النباتى النشط تحت البيئة الصلبة فى وعاء زراعة المتوك يساعد 
على تكوين كالس جيد وإنتاج أعداد كبيرة من النبتات لقدرته على امتصاص 
المركبات المثبطة للنمو والمواد الضارة التىيفرزها جدار المتك (1974 ,1972 ,طع00715 . 
والتركيز الأمثل للسكروز هو ١,75‏ مولر فى بيئة متوك القمح وهار ٠‏ مولر لمتوك 
الذرة. ويفضل زيادة السكروز فى بيئة متوك النجيليات بوجه عام من ؟1- 4/ إلى 
م- ؟١/ء‏ وزيادة السكروز فى بيئة متوك نياتات بإهاعة8 ولءءد5ءم52 واهء1:18 من 
٠.14‏ إلى هنارء مولر .(1978 ,آآ ههة معطن) ويبينح جداول (” و8) البيئات المناسبة 
لزراعة حبوب اللقاح ومتوك النجيليات. 


؟ - أنواع نباتية تحتاج إلى منظمات نمو 


النياتات» وتختلف احتياجاتها باختلاف النوع والصنف النباتى. وتحتوى هذه 
الانواع على حيوب لقاح ثنائية عداس1اءء81 او ثلاثية عدأدااءء15 الخلاياء مثل 
الأنوا اع التابعة للأجناس 1/0207 بصعرم0 :«سات 7:7 :1هع777 . ويتكون الكالس 
إذا زرعت متوك هذه النباتات. وقد تنتج أجنة تنمو وتكون نياتات مثل مملعوم 
كصاكومتئقه وكةا 01111 كنتوةتدوكك. والأوكسينات هى أهم الهرمونات المؤثرة 
فى طبيعة نمو المتوك» وحاجتها من السيتوكاينين ومنظمات النمو الأخرى أقل 

كثيرا من حاجتها للأوكسينات. ومن الأكسينات مركيات عديدة أهمها: 
عتأععة عله اقطنطم2] .(كتا1) لاعذ عمقا8 ء[3-1200 .رححذ]) لأعمْ عتاعءة 6أه3-1200 . 
-1050ط2,4-1016 .(2,4,5-1) لتعة عتاععم نوتمدعء ؤممءه 245-11 .(حخفلة) لاعف 
1710م 
.(ذن) لاعث عتاععم امعطم 0:م0 44-1 .((«[-2,4) لاغهمة عنتاععم 
(ن1 نه سندمهاطء1ط) لاعة عتستأمعام مه لطع .1 -6ركرة -مم تسرف -4 

ومن السيتوكاينينات مركيات عديدة أهمها: 

.(3) عمتمعلهم أجمع6-8 .(طفظ) عمط ممتصة انجمءظ-6 . 
.(10 2) عممنا مستديخة لإلاه الإطاعسادك ردبر-6 .(خرط1) عمتمعلك الإسعتوعمهك] 


حل 


-(متندعم) عصان (مستصسها لإمعكوس8 -2-قصمء-| بوطاع ]/ة- 3- بورمعل :4-11 )-5 
.(ل8لع] > صااعم>) عموناط مسعتصسة - انصبيقدن-6 
والأنواع النباتية التى تحتوى متوكها على حبوب لقاح ثلاثية الخلايا 6دآنا!اءء1,]” 
تحتاج إلى إضافة سكروز يتسبة 0-- .//١١‏ بينما الأنواع التى تحتوى متوكها على 
حبوب لقاح ثنائية الخلايا :#الاااء816 فيضاف السكروز بنسبة ؟- 0/. والسكروز 
له تأثير منظم للضغط الأسموزى فى البيئة الغذائية. والتركيز العالى للسكروز ضرورى 
جدا لتحفيز متوك تبات :#اكهمجوممه معرودوه,8 للنمو» حيث يضاف بتركيز 7/٠١‏ 
للبيئة + ٠.١‏ ملليجراملتر من كل من 2,4-1 28448 . ويضاف السكروز بتركيز 
إلى بيئة متوك تبات الشعير ع/2تم !11 10001187 »2 وبتركيز 5- 5/ إلى بيئة 
الأجناس مصو0 بلد/:1 :س7 مضاف إليه ؟ ملليجراملتر «22,4-1 وبتركيز 
لمتوك الذرة كيرهم مع مضاف إليه ؟ ملليجرام/ لتر من متأعصة؟! و-2,4 
0. وتعتير المكونات الأساسية لبيئة (85) هى الأفضل للأجناس 268 واصع/7 
و نم71 . ولبيئة (94) 1011166 قبول واسع فى زراعة متوك الأرز ومتوك نباتات 
أخرى دون غيرها من البيئات. وقد حدثت بعض التغييرات على بيئة (/3) 1/1116 
مثل زيادة تركيز النترات وتخفيض الأمونيوم» وعرفت هذه البيئة بعد تحديثها 
بالرمز (/02)» وتستخدم خاصة لزراعة متوك نبات كتناوءمةنقه #هزوده,8 ويضاف 
مستخلص الخميرة وماء جوز الهند ومستخلص اليطاطا والأحماض الأميئية حهانا © 
عهآط و عهأعصدمة إلى مكونات البيئة (/5423) لزيادة معدل تمو الكالس من حبوب 
اللقاح وتكشفه إلى أجنة. ويتم إنتاج النباتات من الكالس بإضافة تركيزات مختلفة 
من الهرمونات» وتخفيض السكروز إلى ؟-- 7/. ويتقدم عمر الكالس تنخفض قدرته 
يشدة على إنتاج نباتات كاملة. كذلك يمكن تغيير نوع وتركيز أملاح العناصر الغذائية 
فى البيئة. ويقضل قبل تقل النياتات الصغيرة من البيثة الغذائية إلى الترية أن تسبقه 
الزراعة فى بيئة سائلة ضعيفة تحتوى على أملاح العناصر الغذائية المذكورة فى بيكة 
3 ,17/1116 + سكر مختزل بتركيز هر١ء-‏ 1/. 
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تحضين المتوك وحبوب اللقاح 

تحصن المتوك وحبوب اللقاح بعد زراعتها عند 514--١58م.‏ وارتفاع الحرارة 
عن ام تسبب اختلافا كبيرا فى إنتاج ومو الكالس وعدد النياتات الناتجة 
منه. وكان ذلك مؤكدا بالنسبة لنياتات القمح ولفت الزيت. وأن الثياتات 
المعملية الناتجة من متوك القمم المفصولة من سفيبئة القرع الرئيسى كانت 
أكثر من ستابل الأفرع الجانبية (1982 .6121 ,11). وتعريض متوك القمح 
والأرز ومحاصيل نجيلية أخرى لحرارة منخفضة -١‏ 6”م لمدة 44 ساعة 
قبل زراعقها يؤدى إلى زيادة تكوين الكالس وزيادة الاختلافات 1016ز)ومآ) 
(02066861165,19772 (جدول 5). بينما لايوجد ما يشير إلى أهمية الضوء فى 
المرحلة الأوى من زراعة حبوب اللقاح ومتوك التبغ. ويفضل تعريض حيوب 
اللقاح والمقوك لفترة ظلام قصيرة جدا يتبعها ضوء مستمر لمدة 14 ساعة يوميا 
شدته ٠.٠٠١‏ لكس لتشجيع نمو النباتات من المتوك وزيادة عددها. بيئما جاء 
فى مضمون بعض الأبيحاث على نباتات نمجعاة كنارميون دمن و -تز هعنهاو2ا 
3ه أن ١“‏ ساعة ضوء فلوروسنت شدته ١6٠١‏ لكس *ندآ وحرارة 78م 
يعقبها 4 ساعات ظلام وحرارة ١٠م‏ أعطت أفضل عدد من النياتات. كما أن 
زيادة تركيز ثانى أكسيد الكربون والإيثلين داخل أوانى الزراعة يؤثر تأثيرا 
ضارا على نمو حبوب اللقاح وتكوين الأجنة. لذلك يضاف للبيئة ايدروكسيد 
بوتاسيوم لقدرته على امتصاص ثانىأكسيد الكريون ومركب -15اءرعم عتكناءو3/1 
©:3: لقدرته على امتصاص الإيثلين وإضافة 8- 1٠‏ ملليجرام/ لتر من-2-0110 
21 عأدمطمدمطم -الزطاء م (مادة منتجة للإيثلين) للبيئة تؤدى إلى تضاعف 
استجابة مقوك الأرز 8 022 للنمو. ومضمون ذلك أن حيوب اللقاح 
والغازية لتحفيز نمو وتكوين الأجنة وتكشقها. 


جل 


جدول (5) درجات الحرارة والمدة المناسبة لإنبات متوك بعض النجيليات 


15 48 عمقع انالا امناعل,1]10 

إل 4-7 5ه بط 48 0223 
2/5 15 -3 أوعنعه م521 

1 720 

.1 48 1111 1انات 111" 


منشأ الأجنة الأحادية 5أوعدعع مبوطتمء 1010م112 


١‏ أحجنة ذكرية المنشأ والتكوين دأ5عمءع070مه 


هى أجنة أحادية العدد الكروموسومى تنشأ فى المعمل من حبوب لقاح (جاميطات 
ذكرية) 5عرومدم 31 أو متوك بعد زراعتها فى ا معمل. وينتج عنها ئياتات أحادية. 
وتختلف هذه النباتات وراثيا وظاهريا عن نبات الأم الذى فصل منه حبوب اللقاح 
والمتوك. وتنشأ الأجنة الأحادية بإحدى طريقتين 


(أ) متشأأجنة ذكرية من حيوب اللقاح 5أوعدععهتصطصاء دء1[اه2 

- تكوين مباشر للأجنة الذكرية 5زق0ءؤهل0160» 21601 حيث تنتج أجنة أحادية 
العدد الكروموس ومى مباشرة من حيوب اللقاح بدون الدخول فى مرحلة تكوين 
الكالس. وبعد *- ؛ أسابيع تظهر الأجنة فى صورة تموات أنبوبية تنمو وتتطور إلى 
نبتات أحادية العدد الكروموسومى. 

- منشاً غير مباشر للأجنة 016515ءع0/لطدم» اء1501:6 حيث يتكون كالس أحادى 


العدد الكروموس ومى من حيوب اللقاح. ثم يتكشف الكالس إلى أجنة أحادية ينتم 
عنه ئياتات أحادية. 


يدل 


(ب) منشأ أجنة ذكرية من المتوك 5زدعمعع متططصء عطاصم 
حيث ينتج عن زراعة المتوك نباتات مختلفة المستوى فى التضاعف الكروموسومى. 
فالنباتات الناتجة من حيوب اللقاح تكون أحادية العدد الكروموس ومى» والنياتات 
الناتجة من خلايا جدار المتك والخلايا الضامة تكون ثنائية العدد الكروموسومى لأنها 
خلايا جسمية. وتختلف الفترة اللازمة لخروج النبتات من المتك باختلاف الأتواع 
النباتية. فتحتاج متوك الدخان من " إلى ه أسابيع » وتحتاج متوك نيات الأتروبا 
والأرز إلى 4 أسابيع. والمتوك المحتوية على حيوب لقاح وحيدة النواة كناءاءسدنمنآ 
والمزروعة على بيئة (305) يتحول لونها إلى اللون البنى خلال أسبوعين بدون ظهور أى 
نمو. وبعد أسبوعين آخرين تظهر نموات أنيوبية هى عبارة عن أجنة مصدرها حبوب 
اللقاح فى المتك» حيث تتطور بعد ذلك لتصبم نبتات أحادية العدد الكروموسومى 
515 201168. وقد يظهر عند الطرف القاع دى للمتك خلايا كالس تثمو 
حتى تغطى كل التك وقد تنتج نبتات من الكالس ثنائية العدد الكروموسومى لأن 
مصدرها خلايا جسمية. وبعد 5 أسابيع تقريبا يمكن نقل النياتات إلى التربة. 


'- أحجنة أنثوية المنشاأً والتكوين د5أدعمعع ممء6© 


هى أجنة أحادية العدد الكروموسومى تنشأ من بيضة غير مخصية ؛ وينتج عنها 
نبتات أحادية مختلفة وراثيا ومظهريا عن التبات الأم المفصول منه البيضة. وتنشاً 
هذه الأجئة الأحادية بإحدى طريقتين: 
- نشوء الأجنة البكرية 5ز5دعمءع8ممعلاعة2 

قد تتكون نباتات أحادية تلقائيا بنسبة لا تزيد عن /٠0.٠0١‏ يدون تدخل الإنسان. 
وهى من الحالات الثادرة التى تحدث فى بعض النباتات دون غيرها. ومصدر إنتاج 


الأجنة البكرية هو المبيض. فقد ينشضط المبيض وينمو مكونا ثمرة تحتوى على بذور 
بدون اخصاب. وهذه اليذور أحادية العدد الكروموس ومى» ويزراعة هذه البذور فى 
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المعمل تنتج نباتات أحادية ضعيفة النمو ضغيرة الحجم عقيمة وغير قادرة على 
الائقسام الاختزالى وتكوين خلايا تناسلية»“لأنها تحتوى على كروموسومات غير 
متشايهة ولا تستطيع أن تكون أزواجا كروموسومية 2219219215 وهذه من خصائص 
المجموعة الكروموسومية الأحادية. وتتكون الأجنة الأحادية ذاتيا فى الطبيعة من 
خلال التكوين البكرى؛ أى بدون إخصاب» نتيجة لزيادة محتواها من هرمونات 
النمو وقد يحدث التلقيح وتنبت الأنيوبة اللقاحية من حبة اللقاح ولكنها تكون غير 
قادرة على استكمال نموها والثفاذ إلى المبيض وإتمام الإخصاب. ويكون دور حبوب 
اللقاح. فى هذه الحالة هو تنبيه المبيض فقط لإقراز هرمونات النمو. 
- نشوء الأجنة من البيضة 

هى أجنة تنشأ من البيضة غير المخصبة (الجاميطة المؤنثة) بعد فصلها وزراعتها 


فى المعمل. وهى أجنة أحادية العدد الكروموسومى ينتج عنها نباتات أحادية لها 
تفس مواصقات الأجنة البكرية. 


بعض الممارسات الوراثية لإنتاج أجنة أحادية 


١‏ طريقة إقصاء الكروموسومات صم 1ا2متصناء دعددهدم معطت 
تستخدم هذه الطريقة لإنتاج أجنة شعير أحادية العدد الكروموسومى االعل 13 
بكفاءة عالية. وتعتمد هذه الطريقة على إدخال نوع الشعير 77اناده باط تمناءوره27 
فى تهجين مع النوع ععموانه زناه 0ر110 لونتاج هجين 7اناء0 امآ عد 7اسدووطاناط 1717" 
'”3/8هانها. فتنمو أجنة الهجين لمدة ١4 -٠١‏ يوما من الإخصاب ثم تموت يعد 
اختفاء كروموسومات النوع :#ناومطإنة 47. فإذا قصلت أجنة الهجين مبكرا بعد ٠١‏ 
أيام من الإخصاب قبل موتها ثم زرعت على بيئة (85) خالية من الأكسين -2,4 
9 فإئها تستمر فى النمو وتكون نياتات معظمها أحادية العدد الكروموسومى (5-7) 


هكا 


0 --. تحتوى على كروموسومات النوع عدوا «صرعءمجة/8 فقط. وبمعاملة 
النياتات بالكولشسين تتتج نباتات ثنائية متجانسة من النوع عردواب 17. وتحتوى 
الخلية الجسمية للشعير ثنائية العدد الكروموسومى 1014م21 غلى ١4‏ كروموسوما م2) 
(14 -. والجاميطة المذكرة والمؤنثة هى خلايا أحادية 81201010 تحتوى' على نصف 
عدد الكروموسومات (20>7). وباندماج الجاميطتين عن طريق التلقيح والإخصاب ينتج 
الهجين «ساددطار:ة 7ل» »« برعبدواده: 187 الذى تحتوى أجنته على ١5‏ كروموسوماء أى 
أجنة ثنائية العدد الكروموسومى (14 -28) وخاصية إقصاء 81101081100 كروموسومات 
النوع #الادهطاة6 17 بعد التهجين هى صفة وراثية بصرف النظر عن استخدامه كأب 
أو أم فىالتهجين أو إذا كان ثنائيا 18هامئ2 أو رباعيا 10مام2ا6. 

كذلك تم الحصول على نباتات قمح أحادى بتهجين قمم سداسسى 7بنا77:)/6 
(42 حيرم ع ورم) (ناقايعد مع شعير ثنائى (4/ حيلة - م2) تدنعوطلتاط ,187. وقد 
حدث إقصاء (تخلص ذاتى) لكروموسومات النوع ##داومط/باة 47 وتكونت أجئة 
أحادية من القمح #دناازاععة :7 ( 3-21 - «). وقد تميزت هذه الطريقة عن طريقة 
زراعة المتوك فى إنتاج نياتات أحادية العدد الكروموسومى من أى صنف تجارى من 
الشعير. ومعدل إنتاج الثياتات الأحادية مرتفع جدا. كذلك يمكن الاستقادة من هذه 
الطريقة فى إنتاج نياتات أحادية متضاعفة 10105م1(153 من ثباتات البطاطس -ت/دى 
7نادميءنانا 7ئلاتد الرياعية 105أو1جهء]: يواسطة تهجين النوع 7منندمرعطبط موادت 
يبحبوب لقاح من النوع فونانام .ىك الثنائى . 
"- زواعة الإندوسيرم ع2لألناء تدع م152005 

تم الحصول على كالس وأجنة ونبتات ثلاثية التضاعف الكروموس ومى 5فأوامة,1 
بزراعة نواة الإندوسبرم المفصولة من الكيس الجنينى للموالم (27 -30) بعد حوالى شهرين 
من الإخصاب. وقد تحقق ذلك بزراعة الاندوسبرم المفصول من ا موالح .نآ متك مضع عنصازت 
عاء©050 صتف 5اأع باط زع أمظ والنوع عاعء056 تلوضهماد :) صنف -]ه 201605 ولا 


عمة على بيئة غذائية (2847) مضافا إليها (683) بتركيز /الاره- ",4 ميكرومور. 


الول 


العوامل المؤثرة فى تكوين الأجنة الذدكرية 
زفق 6" 

تنتج أجنة ذكرية فى العمل بزراعة متوك بعض الأنواع النباتية التابعة للعائلة 
الياذنجانية 6دعءعدم5012 والنجيلية عةعصارمه:0 والصلييية 6ه أعءددن. والعوامل 
المؤئرة فى إنتاج الأجنة الذكرية منها: 
-١‏ عمر النيات 

يؤثر عمر الئبات والمرحلة الفسيولوجية تأثيرا واضحا على تكوين الأجنة الذكرية. 
فالأزهار الفصولة من نباتات حديثة العمر نسبيا وفى بداية موسم التزهير تكون 
مناسبة لإنتاج أجنة ذكرية أكثر من البراعم الزهرية المفصولة من نباتات متقدمة فى 
العمر أو فى نهاية موسم التزهير. 
؟- مرحلة تمو حيوب اللقاح 

مرحلة نمو حيوب اللقاح من العوامل الهامة المؤثرة فى إنتاج أجئة ذكرية. فزراعة 
مقوك التيغع والداتورا والهيوسيامس :لش /ز050:ز41 وهى فى مرحلة تكون فيها 
حبوب اللقاح أحادية النواة 621اءناهذم] تنتج نياتات أحادية العدد الكروموسومى 
التضاعف الكروموس ومى» وكاتت أفضل النتائج بالنسبة لنباتات التبغ والطماطم 
عتدما كانت حيوب اللقاح فى مرحلة ثنائىالنواة عأهءاعتتصاظ . 
*- الصدمات الحرارية عآء550 21 معط 1" 


الصدمات الحرارية المرتفعة أو المنخفضة أو المتبادلة مع يعضهما تظهر نجاحا فى 
تكوين الأجئة الأحادية فى مزارع المتوك وحبوب اللقاح» وقد تحقق ذلك فى نياتات 


يدول 


الداتورا. والطماطم والأتروبا والتيغ. والمعاملة الياردة التى يعقبها فترة قصيرة حرارة 
مرتفعة تؤدى إلى انقسام متكرر لحبة اللقاح. وتعريض متوك نبات الكرنب 8:35:52 
لحرارة ٠”م‏ لمدة 4؟ ساعة أو ١5”م‏ لمدة ساعة واحدة كان له تأثير منشط لتكوين 
الأجنة الذكرية (2121981 6 ج16اء>1). وقد فسر ذلك بأن المعاملة الباردة لها تأثير 
غير مباشر فى زيادة عدد الأجنة الذكرية» والحرارة المنخقضة 7- ه*م تحافظ على 
حيوية حيوب اللقاح مدة طويلة وتؤخر شيخوختها وتمتع أجياضها. ويزداد يذلك 
عدد حيوب اللقاح القادرة على تكوين أجنة ذكرية (19783 (2زه8). بينما الصدمات 
الحرارية تؤدى إلى تحلل الأنابيب الدقيقة 5ءالاطناأ24100 وتشتت خيوط المغزل من 
مكانها وتسبب انقسامات شاذة لنواة حبة اللقاح. 
الفحم النياتى [682:202 ع اناعم 

إضافة الفحم النباتى بنسبة 75/ إلى الييئة المزروعة بمتوك نيات التبغ يؤدى 
إلى زيادة عدد الأجنة الذكرية من /٠١‏ إلى ©14/ للصنف هافانا خصة20آ]ظ1ء ومن 
5١‏ إلى /41١‏ للصتف 9إع1؟نا8 830156(67. ويؤدى إلى رزيادة عدد التياتات وسرعة 
تموهاء ويؤدى أيضا إلى زيادة عدد الأجنة الذكرية للأنيمون قم والشوقان 
6 واليطاطس. وينشط تكوين الأجنة الذكرية لنبات الجزر فى حالة غياب 
الأكسين من البيئة. وإضافة الأكسين للبيئة ينشط تكوين الأجنة الذكرية لتبات 
التبغ فى حالة غياب الفحم النياتى. وترجع أهمية الفحم الثباتى فى تنشيط 
وإنتاج الأجنة الذكرية لبعض الأنواع النباتية إلى قدرته على امتصاص مركب 
لمسساعية ابرطاع مم »مني -5 الناتج من السكروز أثناء تعقيم البيئة بالأوتوكلاقف 
وغيره من المركبات السامة التى تسيب موت الأجنة الذكرية النامية من حيوب 
اللقاح. كما أن الفحم النباتى يقوم يتنظيم امتصاص منظمات النمو الداخلية -م8 


015 والخارجية 5ناممعع8:<0. 
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طرق الحصول على أحنة أحادية من البيضة 

١‏ زراعة بويضات غير محخصبة فى المحمل 

هى وسيلة لإنتاج نياتات أحادية تحمل صفات الأم. ويتم ذلك بزراعة البيضة 
غير المخصية. وقد أمكن إنتاج نياتات أحادية من ثبات #دماره ترما صدرع4. بزراعة 
البراعم الزهرية أو السنابل غير المخصبة. 
؟"- تنبيه المبيض باستخدام حيوب لقاح غير مكتملة الحيوية 

ينشط المبيض باس تخدام حبوب لقاح غير كاملة الحيوية أو من أنواع بعيدة 
القرابة. وتعريض حبوب اللقاح لجرعات مناسية من أشعة جاما أوالأشعة السينية 
يؤدى إلى خقض حيويتيا بحيث يكون لها القدرة على الإنبات واختراق الميسم والقلم 
لمساقة محدودة ثم تموت قبل الوصول إلى الكيس الجنينى» وهذه المعاملة تعمل على 
تنبيه المبيض للنمو وتكوين أجنة أحادية تحمل نصف عدد كروموسومات الأم. فإذا 
زرعت الأجنة ميكرا فى المعمل تنتج نباتات أحادية عقيمة لا تنتج بذورا إلا إذا 
تحولت إلى نباتات ثنائية بالكولشسين. 
؟- تنبيه البيضة بالصدمة الحرارية 5لء550 لقتنتتعط 1 

قد تؤدى المعاملة الحرارية المفاجئة إلى تنبيه المبيض للنمو وتكوين أجنة بكرية يدون 
إخصاب. وبزراعة هذه الأجنة تنتج نباتات أحادية. وقد تحقق ذلك بتعريض ئياتات 
الداتورا #الازلاه71/#ناى 124017 إلى حرارة منخفضة أثناء الإخصاب» وتعريض نباتات 
التبسغ إلى حرارة منخفضة أو مرتفعة» وتعريض نباتات الشوقان 306 إلى “”م. وفى٠‏ 
جميع هذه الحالات تكون النباتات الناتجة فى المعمل أحادية عقيمة ناتجة أصلا من 
البيضة وتحتوق على كروموسومات البيضة فقط. ولإنجاح هذه التجربة يجب تعريض 
كل من البيضة وحبة اللقاح إلى نفس الصدمة الحرارية. وتسبب الصدمات الحرارية 
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المفاجئة إلى تغيير نظام اتقسام نواة حبة اللقاح والييضة. فقد وجد أن معاملة حيوب 


لقاح نبات ز/هاتع؟ره كعس#«رصرعده:8 بالبرودة فقط تفقدها القدرة على الإخصاب. 


* تنبيه البيضة بالمعاملة الكيميائية الع سادعع) أدء تسمعط© 


تحدث بعض الكيماويات ظامرة الأجئة البكرية 5زوعهءقممعطايه2, فلوحظ نشاط 
الييضهة داخل الكيس الجنينى وانقسامها عدة انقسامات متتالية بعد حقن مييض 
نبات الييتونيا يمركب بلنيتان ههناداء8,. » أو رش النياتات ببعض منظمات النمو 
مثل الإيثريل ا5:6ا8 التى تسبب عقما ذكريا ويبقى المبيض حيا ليكون ثمرة. 


الإخصاب المعملى 1610111226100 71:0 11آ 


يواجه مربو النيات بعض الظواهر مثل عدم التوافق الذاتى نانالط21مسرمعمة نااء5 
وعدم التوافق الخلطى /8ئا2015م0معه02055-1. ويعثى ذلك عدم إنيات حبة اللقاح 
لقاحية ولكنها لا تستطيع استكمال مسارها داخل القلم وتتوقف قبل الوصول إلى 
المبيض ولا يكتمل الإخصاب. وقد يحدث إخصاب لخلية الييضة ويتكون الجنين 
ولكنه يتوقف عن النمو ويموت ميكرا. ومضمون ذلك أن عدم التوافق يؤدى إلى عدم 
تكوين البذور. ولم تظهر قكرة الإخصاب المعملى داخل أنبوية اختبار قبل 1951 
وفى الواقع أن المعلومات حول الإخصاب المعملى مازالت محدودة. 


طرق الإخصاب المعملى 


١‏ إخصاب الميسم 1220111220100 3ددع 1ت 


فى هذه الطريقة تعقم الزهرة الخنثى تعقيما جيداء مع الحرص يعدم ملامسة 
الميبسم لادة التعقيم لفترة طويلة حتى لا يؤدى إلى إزالة المادة اللزجة وعدم التصاق 
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حبوب اللقاح على الميسسم. ويزرع المبيض المعقم على بيئة غذائية صلبة فى أتبوية 
اختبار» ثم تذثر حبوب اللقاح من المتك على الميسم. وهذه الطريقة ممائله للإخصاب 
الذى يتم فى الحقل. ويمكن استخدامها إذا كان المبيض يسقط مبكرا قيل النضج. 
ويعتسير إخصاب الميسم أفضل من إخصاب المشيمة لنبات التبغ وتستخدم هذه 
الطريقة بنجاح مع الأنواع : 
2120 076 7أ2) +7125 222 ركنة/ 00012 كنتجزتاهط :1لا! 21د تسكي بكنالة1 (التااصتاصهظ 
7#زوناء2 ربق 62ها ومونامعء/7 رقعناكتر 2:وراو 87[ 
"'- إخصاب المشيمة 50 1أدجتاتاءء1 لمأدءعداط 
تفصل مشيمة محتوية على بويضات غير مخصبة من زهرة معقمة جيدا. ويتم ذلك 
تحت ستريوميكروس كوب ثم تزرع فى بيئة غذائية. وتعقم المتوك وهى فى مرحلة 
ما قبل الانفتاح مباشرة. وتستخدم المتوك التى تنفتح أثناء التعقيم» وينثر منها حبيوب 
اللقاح قريبا من البويضات غير المخصبة. وينتظر حتى تنيت حبوب اللقاح وتخترق 
الكيس الجنينى 1517020/0-526. وقد نجحت هذه الطريقة مع نياتات العائلة مبرمق.)» 
عمعم ماريام والأنواع النباتية التايعة لجنس القطن #7لا/#رودهم والذرة سرد دملة. 


عوامل إنجاح الإخصاب المعملى 

- أن تكون حبوب اللقاح والبويضات فى حالة فسيولوجية وتكوينية سليمة. 

- يجب أن تتغير مكونات البيئة الغذائية بتغيير مرحلة التمو ابتداء من إنبات 
حيوب اللقاح واللإخصاب وتمو الجنين,» وقد يضاف إليها بعض المعقدات الطبيعية 
المناسية لكل مرحلة. 

- دوجة حرارة التحضين قد تكون عاملا هاما لإنجاح عملية الإخصابء» قمثلا 
يحتاج اليتقفسج كنادوز ءردل إلى التحضين عند أقل من ام ويحتاج الخشخاشس 
#سلصع/زمجرمى معناومة” للتحضين عند أكثر من 6م 

- ينجح إخصاب المشيمة أحيانا إذا كانت الئباتات تحتوى بصورة طبيعية 


هن 


على ظاهرة عدم التواقق الذاتى. ومن أمثلة ذلك التهجين بين نباتات نوعين: من 
البيتونيا : 2275 /اعرد وامباء2 وكموطابر!ا ونصسعط. 


- ينجم التلقيح الخلطى أحيانا حتى ولو كان غير ناجح فىالحقل. وقد تم إنتاج 
نباتاث هجن من تبات التيغ توع 2 761/21 بعد إخصاب البويضات فى أنيوية 
اختبار بحبوب لقاح من ئبات التبغ نوع 12362 ومطنمء 1/7 . 


طرق مضاعفة العدد الكروموسومى 
--١‏ تضاعف العدد الكروموسومى يدون انقساع النواة 1:200211]0515 


الخلايا الأحادية 5زهام2]] هى خلايا غير مستقرة أثناء الزراعة المعملية » وتميل 
دائما إلى مضاعفه العدد الكروموسومى ذاتيا بدون انقسسام للنواة. فيتضاعف عدد 
الكروموسومات داخل النواة وتصيح خلية ثنائيه 


؟- المعاملة بالكولشسين الل اضادعنا عماعتطء م0 


يستخدم الكولشسين ا 0 واسع كمائع لتكوين حيو خيوط الغزل 5000101 والصفيحة 
الوسطى 1326118 3841001 بالخلية ؛ فيتضاعف عدد كنات بها وتصبح خلية واحدة 


متضاعفة ينتج عنها نيات متضاعف [01إمنؤزا20. وقد تم الاستفادة من هذا المركب للحصول 
على سلالات ثنائية متجانسة 11265 5لامع11021029 من خلال الزراع.ة المعملية لخلايا أو 
أنسجة أحادية العدد لور . ويسم ذلك بزّراعة المتوك ومعاملة النبتات الأحادية 
الناتجة وهىمازالت مترّاحمة ومحاطة بجدار المتك ‏ بمادة الكولشسين بتركيز ٠,5‏ ./ ولدة 
4- 18 ساعة ثم تغسل جيدا بعد إخراجها من المتك ثم يعاد زراعتها معمليا بعد فصلها عن 
بعضها. كذلك يمكن معامئة النياتات الناضجة بعجيئة من اللانولين 15اوانه!ا تحتوى على 
1 كولشسين وتضاف إلى إبط الأوراق. وعند الحصول على نباتات ثنائية خصبة متجانسة 
يمكن استخدامها كسلالات نقية 5وع17! 100:0 تدخل بعد ذلك فى إنتاج الهجن. 


سزهرس 


يفن 


الياب التّامن 


زراعة البروتويللاست 1015102 21201021251 


حتى عام 1 كانت المارسات الوراثية فى الثنباتات مركزة على تقل عوامل 
وراثية من نيات إلى آخر باستخدام التلقيح والإخصاب وإنتاج بيضة مخصية 5016/ا2. 
ويحتوىالزيجوت على كروموسومات نصفها من الأب والتنصف الآخر من الأم. 
جينات كروموسومية دعلءق [00701105008) ومقرها الثواة. ويحمل الكلوروبلاست 
والميتاكوتدريا جينات خاصة يصفقات السيتوبلازم وتسمى جينات سيتوبلارّمية -10لا0 
قعمعع ءأداكوام موروثة من الأم. ويمكن نقل المادة الوراثية بدمج بروتوبلاست خليتين 
مهضوم جدارهما بواسطة الإنرّيمات. ويعد هضم !ال لجدار الخلوى يكون اليروتويلاست 
مغلا بالبلازماليما لكوت 8 ٠‏ ثم يخرج البروتويلاست تاركا اليلازّماليما. وقد 
يكون اليروتوبلاست المندمج خاصا بخليتين من الخلايا الجسمية ( ثنائية 9أهام01) 
أو خاصًا بخئيتين من الخلايا الجنسية (أحادية 1010مة]) مثل بروتويلاست حيوب 
اللقاح. ويعتير دمج اليروتوبلاست من طرق الوراثه الجزيئية عناءمعع عقاناءءاملا 
التىتهدف إلى نقل مادة وراثية بعيدا عن استخدام التكاثر الجنسى. 


النباتات التى يمكن إكثارها بالبروتوبلاست 

يمكن فصل اليروتويلاست من جميع الأنواع النباتية تقريباء ولكن لايمكن إكثارها 
جميعا بالبروتوبلاست. فيمكن .إكثار أنواع نباتية كثيرة مثل التبغ والطماطم والبطاطس 
والفلفل والباذنجان التايعة للعائلة الباذنجانية 50/226620 ويعض الأنواع التابعة 
للجتنس ت162دكهورظ التايع للعائلة الصليبية 536ع1أعنهم0 وبعض محاصيل العلف -زم8 
عهة التابعة للعائلة اليقولية ع#كهمزهدوع.آ وبعض الأنواع التابعة للعائلة الخيمية 
عط نااعطدمنا. أما عن العائلة النجيلية 012012086 فيصعب تكاثرها بالبروتوبلاست 


اند 


باستثئاء الأرز الذى يمكن اكثاره بالبروتوبلاست. وأثبتت يعض التجارب الفردية 
غدم نجاح تكاثر القمح وقصب السكر والذرة والشعير والراى علا1 والتريتيكال 75:01 
أهء والسورجم 23 بالبروتوبلاست. بينما توجد بشائر ناجحة فى إكثار بعض 
نباتات الأعلاف البقولية مثل البرسيم الحجازى 41815 والبرسيم المصرى 019675 
والتريفوال 15610115 والنباتات البقولية المنتجة للحيوب مثل فول الصويا والبسلة 
والفاصوليا والترمس. وبالرغم من ذلك فإنها تحتاج إلى مزيد من الأبحاث المؤكدة مع 
الاهتمام بخصوية الثياتات الناتجة. 


مراحل إنتاج البروتوبلاست المندمج (الهجين) 
- مرحلة اختيار الجزء النباتى. 
؟- مرحلة اختيار الإنزيمات الهاضمة لجدر الخلية. 
م- مرحلة زراعة الخلايا النباتية. 
- مرحلة فصل اليروتويلاست. 
5- مرحلة اندماج البروتويلاست. 
/- مرحلة عزل البروتويلاست المندمج. 
8- مرحلة الانتخاب المعملى للطفرات. 
8- مرحلة تكوين جدر جديدة لخلايا البروتوبلاست. 
«أسا مرحلة اتقسام وثمو خلايا البروتوبلاست. 


-١‏ مرحلة اختيار الجزء النياتى 
تختلف الأنواع النباتية فى استجابتها للتكائر بالبروتوبلاست» لذلك فإن اختيار 
النوع النباتى المناسب له أهمية كبيرة فى انجاح التجربة. وأن يكون البروتوبلاست 
المندمج ثابتا وراثيا. وأن تفصل الأجزاء النباتية من تباتات جيدة النمو وخالية من 
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الأمراض ونامية فى المعمل أو صوبة محمية. فإذا فصلت الأجزاء النباتية من نباتات 
نامية خارج المعمل قيستلزم تعقيمها جيدا حتى لا يؤثر رداءة التعقيم على جودة 
اليروتويلاست. 

ويفصل البروتوبلاست من أنسجة نباتية عديدة يصرف النظر عن مرحلة نموها مثل 
القمم النامية للأفرع والبادرات والفلقات والسويقة الجنينية الاهع0ومل1] والأنسجة 
الخازنة للدرنات والكورمات والقلقات وغيرها. 

وتفضل الأوراق الخضراء حديثة العمر المغطاة بطبقة رقيقة من الكيوتيكل لسهولة 
هضم الجدر الخلوية بالإنزيمات وتحقيق أعلى عائد من البروتوبلاست. بينما أنسجة 
الأوراق البالغة تكون ملجننة ويصعب هضمها بالإنزيمات وتعطىعائدا أقل من 
البروتوبلاست. وتعتبر خلايا الميزوفيل االإنامه2465 فى الورقة من المصادر الهامة 
للبروتوبلاست لقدرتها على التمثيل الضوئنى. وتعتبر مزارع الخلايا المعلقة مصدرا 
هاما للحصول على البروتوبلاست لأنها خلايا نشطة فى الانقسام» ولها قدرة عالية 
للتطور وتكوين جدر خلوية جديدة. وعند فصل البروتويلاست من الخلايا المعلقة 
يجب اختيار الخلايا التى تكون فى مرحلة نمو واضحة وتكون ذات جدر رقيقة غير 
مغلظة. ولا يفضل أحياتا استخدام الكالس أو الخلايا المعلقة لعدم ثياتها وراثياء مع 
أن التغييرات الورائية لها أهمية كبيرة عند مربى النياتات واستحداث الطفرات. 


؟- مرحلة اختيار الإنزيمات الهاضمة لجدر الخلية 


يفصل البروتوبلاست باستخدام مجموعة من الإنزيمات الهاضمة للجدر الخلوية. 
ويمكن التعرف من الدراسات السابقة على الإنزيمات المناسبة لهضم جدر الخلايا 
لكل نوع من النياتات وتحديد التركيز المناسب لكل إنزيم ومدة المعاملة. وقد 
يستلزم إجراء تجارب للحصول على هذه المعلومات. ويجب التعرف إلى مكونات 
الجدار الأول للخلية»ء حيث تختلف مكوناته باختلاف نوع الخلية ومصدرها 
إن كانت من نباتات ذات فلقتين أو ذات فلقة واحدة. ويتركب الجدار الأول 


1 


فى جميع النباتات أساسا من مواد غروية محبة للماء شاملة البروتين والس ليلوز 
والهيعيسلسولوز. ؤقى خلايا نباتات الفلقتين يكون السليولوز والألياف مغطى 
بطبقة واحدة من الهيميس ليلوز ع105نا]اء0216ع1؟ مرتيطا بالزيلوجلوكان -نااعها/نة 
. ويرتبط الميميس ليلوز والألياف بمواد بكتينية مرتيطة بالزايلوجلوكان. بينما 
فى خلايا نباتات الفلقة الواحدة يكون الهيميس ليلوز مرتيطا بأرابينوزيلان -تطددة 
0 . وعلى ذلك يتطلب استخدام خليط من الإتئرّيمات يتكون من محلول مركز 
من 56ةاننااء© لتفكيك وتحليل الجدار الأولى للخلية وعكههدنك؟5 لقصل الخلايا من 
الطيقة الوسطى للأوراق النباتية. وتأثير هذين الإنزيمين فى صورتهما الطبيعية أقوى 
من الإنزيمات الصناعية. وهذا يدل على احتواء الإنزيم الطبيعىالخام على مركبات 
وإنزيمات أخرى لها أهميتها فى تحلل الجدار الأولى. ويستخلص السليوليز من 
قطر 62/12 نع 7نالع هلام ز4! وحشرة 10 777017006017712 . ويستخلص البكتينيز 
له القدرة على إذاية الجدار الخلوى ليعض الأنواع النياتية بقاعلية كبيرة. ويقوم 
إنزيم البيميسليوليز بإذابة الجدار الخلوى ينجاح. ويستخلص خليط من الإنزيمات 
المحللة للجدر الخلوية من الطحالب. ويستخدم عادة خليط من السليوليز لإذاية 
السليولوز ع0105ااع0) والبكتينيز لإذاية البكتين ع«زاءء والهيميسليوليز لإذاية 
الميميسليولوز. وتحقق بعض الإنزيمات الصناعية نجاحا فىذلك. وبالرغم من ذلك 
يتميز العديد من الخلايا بأن لها جدرا ثانوية مقاومة لفعل هذه الإنزيمات ويصعب 
تحليلها إنزيميا ويصعب فصل البروتوبلاست منها. وقد يكون معقد الإنزيمات الخام 
تأثيرات غير مرغوية على البروتوبلاست المس تخلص بفعل الآثار الجانبية للمواد 
الأخرى الداخلة فى تركيبه. فقد تسبب هذه الإنزيمات انقجار الخلايا المنتفخة 
10 وخروج البروتوبلاست بسرعة كبيرة مما يؤدى إلى موتها » خصوصا إذا 
تعرفت الخلايا المنتقخة للإصابة بمرض العفن الطرى 50870]6. أما إذا كانت 
الخلايا متبلزمة فإن البروتويلاست يبدى مقاومة أكبر لهذه الإنزيمات وتكون سرعة 
خروجه أقل. لذلك يفضل تعريض الأنسجة النباتية المصاية بالأمراض إلى حالة 


م من فطر 05ام10120. ويس تخلص معقد إنزيمى من قطر ماءعنزتدم/ ]اوها 


كو 


البازمة قبل تعريضها للإنزيمات لتقثيل الضرر المتوقع على البروتوبلاست. ويجب 
التخلص من الأملاح الموجودة طبيعيا قى مس تخلص الإنئزيمات» وذلك يوضعه فى 
عمود دمن001) 26 أ131056 مقاسه 2 كا هر؟ سم ثم يعسل العمود بإضاقة ه متليلتر 
من الماء حتى تقصل الأملاح تدريجيا من امس تخلص. ثم تجمع الجزيتات المتيقية 
مع بعضها وتجفف بالتجميد /«ك عتهع1» وتضاعف هذه الطريقة قاعلية الإنزيم فى 
فصل اليروتويلاست يسرعة. وقد ثيت نجاح هذه الإنزيمات قى فصل البروتويلاست 
من الخلايا المعلقة. 


؟'- مرحلة زراعة الخلايا النياتية 

يفضل زراعة الخلايا فى ييئة سائلة لاستخلاص البروتوبلاست منها وإمكان 
التحكم فى مكوتات البيئة الغذائية والبيئة المحيطة أثناء التحضين. كما تساعد 
البيئة السائلة على ترشيد استيلاك الإنزيمات الهاضمة وتوفير قدر كيير منها 
وتساعد على تفكك الأنسجة وزيادة عدد الخلايا امنفردة فى البيئة يسبب انتشار 
الإنرّيمات يين الخلايا وإذاية الجدر الخلوية وتحرير اليروتويلاست منها يسهولة. 
والبروتويلاست الناتج من البيئة السائلة يتأقلم بسرعة للزراعة المعملية ولا يحتاج 
إلى تعقيم. وقد تتعرض الخلايا لليلزمة أثناء فصل البروتويلاست وتحدث لها 
أضرار شديدة. لذلك توضع الخلايا المفككة فى محلول منظم للضغط الأسموزى» ثم 
يضاف المحول المنظم المحتوى على الخلايا إلى محلول الإنزيمات لضمان استقرار 
البروتويلاست وعدم اتفجاره. ويجب تحديد التركيز المناسب من المحلول المنظم 
ومتابعة أثره على سلامة اليروتويلاست أثتاء خروجه من الخلية والحصول على 
أكير كمية منه. ويستخدم الجلوكوز والسكروز والماتيتول والسورييتول كمركيات 
لضيط الأسموزية عند 80٠١ 7٠٠‏ ملليموز. وتسسيب المعاملة الخطأ اتخقاض 
حيوية اليروتويلاست. 


حت 


يفن 


مرحلة فصل البروتوبلاست 
خطوات فصل البروتويلاست 

دقر الجر النباتية المعقمة فى دوارق سعة ١5١‏ ملليلتر تحتوى كل مثها 
على ٠١‏ ملليلتر بيئة سائلة للحصول على كالس. وتجدد زراعة الكالس فى بيئة 
سائلة طازجة ثلاثة مرات» بين كل فترة وأخرى 4 أيام» للحصول على كمية كبيرة 
من البروتوبلاست. والتأخير فى استخلاص البروتوبلاست يقلل كميته. 

؟- تثيت الدوارق على جهاز هزاز يعمل بسرعة 4؟١‏ دورة/ دقيقة لمدة ١5 -١١‏ 
يوماء 'يعدها تقسم البيئة بكل دورق على ثلاثة دوارق جديدة بمعدل ٠١‏ مللى/ دورق. 
ويضاف بيئة سائلة طازجة ليصل حجمها ٠١‏ مللى/ دورق. ثم ترفع الدوارق من الهزاز 

وتترك لترسب الخلايا إلى القاع. ويتم التخلص من الجزء العلوى من البيئة السائلة. ثم 

ينقل الجزء السفلى المحتوى على الخلايا المترسبة إلى دورق آخر سعة ٠‏ ملليلتر 

+- يضاف إلىمعلق الخلايا خليط من إنزيعات معقمة بواسطة مر 00ظ 
ويحتوى الخليط على 7 ه5ة1اهء0215آ + معر ٠‏ / نار[ عوصمها لأعة علاء2 (ر[تمم) 
ع035] + 1/ مائيتول + أملاح إلام. وتضبط الحموضة عند 115.6م. ويضاف 
خليط الإنزيمات بمعدل ٠١‏ ملليلتر/ دورق. ويفضل أن تتم المعاملة الإنزيمية بسرعة. 
ثم تحضن عادة فى ظلام عند 507'م بعد تثبيت الدوارق على هراز يعمل يسرعة ف 
دورة/ دقيقة لمدة ؟- هر,؟ ساعة. 

:- يضاف إلى خليط الإنرّيمات 5؟ ملليلتر من محلول يحدوي على /1١‏ مانيتول 
وأملاح /لا02. 

ه- ينقل المحلول المحتوى على خلايا ويروتوبلاست إلى أنابيب اختبار تحتوى 
على غطاء محكم الغلق وتثيت على جهاز طرد مركزى يعمل بسرعة ٠٠١‏ دورة/ 
دقيقة ولدة ه دقائق» ثم يستبعد الجزء العلوى من البيئة الغذائية ويضاف بدلا منه 
حجم صغير من محلول يحتوى على /١*‏ ماتيتول + أملاح /لا02. 
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5- يمرر المحلول بأكمله خلال منخل من التايلون الخشين للتخلص من البقايا 
الكبيرة من حطام الخلاياء ثم يمرر مرة ثانية خلال منخل نايلون ناعم ١,54(‏ 
ميكروميتر) للتخلص من البقايا الأصغر حجما. ثم يحمل الراشح المحتوى على 
خلايا ويروتويلاست على جهاز طرد مركزى يعمل يسرعة ٠٠١‏ دورة/ دقيقة لمدة ه 
دقائق» ثم يستبعد الجزء الطافى. 

- يضاف إلى الخلايا والبروتوبلاست محلول يتكون من /1١‏ سكروز + أملاح. 
/ا02 ويعاد تحميل الدوارق على جهاز طرد مركزى يعمل بسرعة ٠٠١‏ دورة / دقيقة 
مدة ه دقائق لتجميع البروتوبلاست فى الجزء العلوى ين السائل بينما تهيط الخلايا 
وحطامها إلىالقاع. ويسحب البروتويلاست يماصة ياستير وينقل إلى بيئة غذائية. 

يؤْخذ جِرْء بسيط من المخلوط للقحص وتحديد كمية البروتويلاست المفصول. 

وبهذه الطريقة يمكن فصل 7,5 < 6٠١‏ خلية بروتوبلاست بكل دورق سعة ٠ه؟‏ 
ملليلتر. وبزراعة البروتويلاست بتركيز ه,؟ * //٠١‏ ملليلتر فى بيئة سائلة تحتوى 
على أملاح العناصر الغذائية + ؛ ملليجرام/ لتر ١84‏ تركيز + ه,٠‏ ملليجرام/ لتر 
ط84 + 5/ مانيتول يبدأ البروتوبلاست فى النمو يكفاءة عالية . 


مكونات أملاح (/021): 


- فوسفات يوتاسيوم ثنائى الإيدروجين ,11,80 بتركيز 77,7 ملليجرام/ لتر. 
- ترات بوتاسيوم ,1080 بتركيز ٠١١‏ ملليجرام/ لتر. 

- كلوريد كالسيوم 0801211,0 بتركيز ١48٠١‏ ملليجرام/ لتر. 

- يوديد بوتاسيوم 4 بتركيز كلرء ملليجرام/ لتر. 

- سلفات ماغنسيوم 84850,.711,0 بتركيز 745 ملليجرام/ لتر. 

- سلفات نحاس 0050,511,0 بتركيز ٠,٠0‏ ملليجرام/ لتر. 


(أ) استخدام خليط الإنزيمات لفصل بروتوبلاست من أوراق نبات التبغ 


-١‏ تزرع بذور التبغ فى ظلام تام وحرارة ١5م‏ لإنتاج بادرات. ثم تنقل البادرات 
إلى صوبة زجاجية تحت ظروف إضاءة قدتها ٠‏ لكس لمدة ١1‏ ساعة يوميا 


من 


وحرارة ه16 58”*م. تنقل النباتات إلى إصص قطر 17 سم تحت إضاءة ١١‏ ألف 
لكس. وتروى النياتات بالنشع من أسقل الأصيص. 
؟- تجمصع الأوراق كاملة التمدد يعد 5٠‏ يوها من الإنيات. ثم تعد تعقم الأسطم 
الخارجية للأوراق بمحلوه هيبوكلوريت الصوديوم التجارى» ‏ ثم تغسل عدة مرات 

بماء معقم لإزالة الآثار المتبقية من مادة التعقيم. ثم تترك الأوراق حتى تذيل ويترهل 
قوامهاء ثم تزال وتستبعد يشرتها السقلى» ثم تقطع الأوراق إلى أجراء صغيرة وتفرد 
فى أطباق يترى ١4‏ سمء ويضاف إلى الأجزاء الورقية محلول مانيتول بتركيز 1/ 
يحتوى على أملاح امع بعد ضيط حموضته عند 5.8 11م ياس تخدام حمض 
هيدروكلوريك تركيز ه عيارى. 

“- يسحب محلول المانيتول وأملاح (0219) من أسقل الأوراق المجزأة بعد -١‏ ؟ 
ساعة» ويوضع بدلا منها ٠١‏ ملليلتر من خليط إنزيمات معقمة بمرشحات التعقيم 
يشمل 5/ ع«الجمعععدكذة + 17/ أماتمسمملة + 5/ عمداعءاء1١‏ + أملاح نامر 
وتضيط الحموضة عند 115.8م. ثم يحضن الخليط والأوراق المجرّأة مدة .م ساعات 
عند 17”م وظلام تام مع تحريك الأوراق بملقط لتسهيل خروج اليروتويلاست. ثم 
يترك البروتويلاست فى نفس الظروق إأدة دكيعه ٠‏ ثم تستيعد الإتزيمات يماصة 
باستير عأأعرام ملاءاكةط. 

4- ينقل اليروتوبلاست إلى أنيوية اختبار لها غطاء محكم ويضاف إليه محلول 
المائيتول وأملاح /ا08. ثم تثبت الأتاييب على جهاز طرد مركزى يعمل بسرعة 
د" دورة فى الدقيقة لمدة ه دقائق. ثم تستبدل البيئة بمحلول /٠١‏ مانيتول وأملاح 
/ا0. قم تثبت الأنابيب مرة ثانية على جهاز الطرد المركزى يعمل بسرعة ٠ه‏ 
دورة/ الدقيقة ولدة ٠١‏ دقائق» يطو يعدها اليروتوبلاست على السطم حيث 
يسحب بماصة ياستير . ثم يضاف إليه ٠‏ ملليلتر بعد قصله من محلول المانيتوا 
وأملاح /لاط) وتؤخذ منها عيتات للقحصص. ويلاحظ أن حطام الخلايا تستقر قى قاع 
الأنابيبي حيث تستيعد بعد رقعها من جهاز الطرد المركزىق. 


حل 


(ب) استخدام تعاقب الإنزيمات لفصل يروتوبلاست من أوراق نبات التبغ 

تستخدم هذه الطريقة فى دراسة الفيروسات التى تصيب أوراق نبات التبغ. 
وتتلخص فى اختيار نياتات عمر 7١ -5٠‏ يوما نامية فى أصص عند 197- 58”م 
وشدة إضاءة ١١ -٠١‏ ألف لكسء وفترة إضاءة 15 ساعة يوميا من مصابيح فلوروسنت 
بيضاء. ويفصل البروتويلاست من أوراق غير مكتملة الانبس اط يطول -٠١‏ 58 سمء 
تقع بين الورقة السادسة والتاسعة من قمه النيات. وتتلخص هذه الطريقة فيما يلى: 

تعقم الأوراق ثم تغسل باماء المقطر المعقم للتخلص من بقايا مواد التعقيم» ثم 
تستيعد اليشرة السقلية. . 

تقطع الأوراق منزوعة البشرة السفلية إلى قطع» وتوضع فى ٠١‏ ملليلتر من محلول 
معقم بقلتر تعقيم يحتوى على /١١‏ أمالممدالا + 4/ عمردمعء112 + 1/ -كمقامط 
غ2 لام ناكههما«06 تاتازقء وتضيط حموضته عند 115.8م ياستخدام حمض هيدركلوريك 
تركيز ؟ عيارى» ويساعد هذا المحلول على ذبول الأجزاء الورقية. ثم يحمل 
المحلول المحتوى على الأوراق المجزأة على جهاز هزاز يعمل بسرعة ١٠١-1٠١‏ 
دورة/ الدقيقة عند جرارة 58"م. 

تجمع الخلايا المفصولة من الأجزاء الورقية منزوعة اليشرة على مراحل يعد ٠لاء‏ 
ولاء 18٠ 2٠٠١‏ دقيقة من بدء عمل الهزازء على أن تستيدل البيئة الغذائية يعد 
كل قترة زمنية ببيكة ممائلة طازجة. مع ملاحظة أن المرحلتين الأخيرتين من تجميع 
الخلايا محتوية على خلايا برانشيمية. 

توضع الخلايا فى جماز طرد مركزى سرعته ٠0٠١ -٠٠١‏ دورة/ الدقيقة لمدة 
؟- ” دقيقة» ثم تغسل مرتين بمحلول مانيتول حديث التحضير بتركيز *1/ ويعاد 
وضعها فى جهاز الطرد المركزق. 

بعد الخطوات السابقة توضع الخلايا المفصولة فى ٠٠‏ ملليلتر من إنزيم -ا6© 
عكدانا! الخام بتركيز 4/ مضاف إليه 1/ مانيتول» وتضبط الحموضة عند 5.8 11م 
باس تخدام حمض هيدروكلوريك تركيز ؟ عيارى قبل التعقيم يمرشحات التعقيم. ثم 
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تحضن الخلايا المعلقة عند 75م لمدة *-- هرثا ساعة مع مراعاة وجود قضيب يتحرك 
يصورة محورية لمنع تكتل وتجمع الخلايا خلال فترة إزالة الجدار الخلوى. 

بعد انتهاء القترة الزمنية المحددة تنقل الخلايا مع البيئة الغذائية إلى جهاز 
طرد مركزى مرة ثانية يعمل بسرعة ٠٠١‏ دورة/ الدقيقة ولمدة دقيقة واحدة. تغسل 
بعدها مرتين بمحلول ال مانيتول تركيز 1/1 مضاف إليه كلوريد الكالسيوم تركيز ١,ء‏ 
ملليمولر. ويعاد تثبيتها مرة ثانية على جهاز طرد مركزى كما فى المرة السايقة » يعد 
ذلك يقم فصل البروتوبلاست باستخدام ه ملليلتر من المانيتول. 
(ج) فصل بروتوبلاست من أنسجة غير ورقية 

يفقضل فصل البروتويلاست من أنسجة ورقية ولا يفضل استخلاصه من أنسجة أخرى. 
وقد يرجع ذلك إلى صعوبة تحديد التركيب الإنزيمى المناسب لفصل البروتويلاست من 
هذه الأنسجة. وصعوبة تغلغل الإنزيمات بين الخلايا. ويمكن فصل البروتويلاست 
من الخلايا البراتشيمية وغيرها باستخدام نفس الإنزيمات المذكورة سابقا إذا كان لها 
جدار خلوى رقيق. ويستالزم استخدام كميات كييرة من إنزْيم 60356 عند فصل 
البروتويلاست من الثمار المحتوية على نسية عالية من البكتين. ؤيمكن الحصول على 
البروتويلاست من حبوب اللقاح ياستخدام إنزيم عكةء 211 المحضر بطريقة التجفيقف 
بالتجميد حيث يتميز باحتوائه على إنزيم عكةههل1ع0 1-3 8 ذى القدرة العالية 
على هضم مادة الكالوس 0211056 الموجودة قى الجدار الخلوى» ووجود ترسيبات 
كبيرة من مادة هذه]!أهم520:0 على جدر حبوب اللقاح يكون سببا لإعاقة استخلاص 
البروتويلاست منها بواسطة الإنزيمات. 


مرحلة تنقية اليبروتوبلاست 


بعد الحصول على البروتوبيلاست» يرشح خلال مناخل 78- ٠٠١‏ ميكروميتر 
من الصلب أو النيشون للتخلص من بقايا جدر الخلايا وغيرها. ثم يحمل الراشح 


18, 


على جهاز طرد مركزى يعمل بسرعة منخفضة مع التكرار بعد إضافة محلول 7/75١‏ 
سكروزء حيث إن الطرد المركزى السريع يحدث أضرارا شديدة للبروتويلاست 
لرقته. ثم يجمع البروتوبلاست المتكتل على السطح. ويراعى أن وجود منظمات 
نمو مختلقة فى الييئة تسيب تغييرا فى عملية البناء الضوئى للبروتويلاست . ومنع 
تكوين جدر خلوية جديدة ونمو الخلايا. وقد يتغير شكل البروتوبلاست ويصيح 
غير كروى ويستمر ذلك لمدة طويلة. فإذا توفرت الظروف المناسبة تنقسسم خلايا 
البروتوبلاست.» وقد يكون الانقسام فى المرحلة الأولى مضطريا غير متناظر أو شاذ» 
وريما يرجع ذلك إلى ققد مواقع المعلومات بالخْلية 005101005 1010013108 نتيجة 
تدهور شبكة البلازمودزماتا 213557006551218. وبذلك يتدهور الاتصال بين الخلايا 
ويتغير النظام الهيكلى للخلية 3068م هماماء»اومال0» ويحدث تغيير فى نظام 
الإمداد بالعناصر وفى حجم ومساحة أسطح الخلاياء ويتوقف التيار السيتوبلازمى 
قل 1351116م0/10) لمدة تصل إلى +؟ ساعة يعد فصل النسيج. 

أسياب اتخفاض محصول البروتويلاست من الخلايا 

بالرغم من توفر الظروف المثلى فإن أكبر كمية مستخلصة من البروتويلاست حوالى 
لرة 7 وأسباب ذلك: 

-١‏ مقاومة جدر الخلايا إلى قعل إنزيم هكانااا06. ولذلك يمكن استخدام أنواع 
مختلفة من الإتزيمات مثل 11561356 :810 وعانادمم0 :110 ءمندمىءهة84. ويعتير 
أقفضل تركيز لإنزيم 0 عههاسطاءكت هو 2/1١‏ وأفضل تركيز لونزيم 1810 ممهلا 
هو ار /. 

؟- سرعة موت خلايا عديدة يعد نقلها من بيئة غذائية إلى بيئة أخرى عند 
رفع الضغط الأسموزى للخلايا من أجل تحرير البروتوبيلاست من الجدر الخارجية 
للخلايا. وقد يستخدم السكروز بدلا من المانيتول بهدف زيادة الضغط الأسموزى, 
بالرغم من أن السكروز يؤدى إلى خفض كمية البروتويلاست المستخلصة بصورة 


واضحة جدا 
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-- تتأثر كمية البروتوبلاست الى تخلصة من الخلايا المعلقة والأنسجة النباتية 
يمرحلة النمو. وتعتبر مرحلة الاثقسام السريع للخلايا المعلقة فى البيئة الغذائية هى 
أفضل المراحل بالمقارنة بمرحلة الثيات العددى للخلاياء وثبت أن هذه الفترة كانت 
بعد عه أيام من الزراعة المعملية لتيات التيغ. 


5 مرحلة اندماج البروتويلاست 15100 غ125م2]2010 
خاصية اندماج البروتويلاست 


يتميز البروتويلاست يقدرته على الاندماج الذاتى والتكتلء ويمكن الاستفادة من 
هذه الخاصية فى دمج بروتويلاست خلايا جسمية نباتية وإنتاح خلايا هجينية منها. 
وتختلق سرعة الاندماج والتكتل ياختلاف النوع النباتى. فقد يندمج اليروتويلاست 
بعد فصله مباشرة إذَا تعرض لبعض العوامل الطبيعية. وقد يحتاج يعض الوقت حتى 
يتدمج. وقد تنخفض قدرته على الاتدماج والتكتل تدريجيا بمرور الفترة الزمئية عقب 
فصله. لذلك يفضل تحديد القترة الحرجة لكل نوع نياتى» وهى الفترة الزمنية التى 
يقضيه! اليروتويلاست المقصول قيل اتدماجه. ويؤدى الفصل البطىء لليروتويلاست 
إلى حدوث اندماج بين خلايا النسيج الواحدء وهو ما يسمى بالاندماج الذاتى للخلايا 
5لا0012:60م5. ويحدث الاتدماج الذاتى أثناء هضم الجدار الخلوى باستخدام 
الإنزيمات. حيث تيدأ الخيوط اليلازميدية 21250100551312 التى تريط الخلايا يبعضها 
بالتمدد والزيادة فى الحجم والانتشا ارفى مساحة أكير مما يسمح بانتقاً نتقال محتويات 
خلية إلى خلية أخرى مجاورة لها. وعلى هذا الأساس فإن ظاهرة الاتدماج الذاتى 
تعتمد على صفات الأتسجة النباتية ودرجة تعقيدها. ولا يكفى وجود التقارب بين 
البروتوبلاست لحدوث الاندماج بل يتطلب أيضا أن تكون الشبكة البلازميدية متقاربة 
وعلى بعد أقل من واحد ملليمتر. واليروتوبلاست المقصول من خلايا معلقة يكون 
غنيا بالسيتوبلازم ويكون 0 على الاندماح بامقارنة باليروتويلاست المفصول 
من الطيقة الوسطى للورقة» وقد يرجع ذلك إلى أن بروتوبلاست الطبقة الوسطى 


18 


للورقة يحتوى على طبقة رقيقة من السيتويلازم حول الفجوة العصارية كييرة الحجم 
يجانب وجود جسيمات أخرى مثل الكلورويلاست. وبالفحص المجهرى تظهر بعض 
التغييرات فى البروتويلاست عقب فصله مباشرة مثل وجود بروتوبلاست يحتوى على 
نواتين كناءأءناللء وقد يرجع ذلك إلى أن الخلية أثناء قصل البروثوبلاست كانت فى 
مرحلة انقسام أو فىأطوارها النهائية من الانقشام. 


أهداق اتدماج البروتويلاست 


بإزالة جدر الخلايا يصيح البروتويلاست عاريا وقايلا للتداول تعديد من الممارسات 


المعملية والوراثية مثل : 
آ- اتدماج مجموعتين كاملتين من المجموعات الكروموسومية 5ع20ممء0 وإنتاج 
الحم حل ماضن ارما تلجينية من بروتوبلاست وأهب إلى بروتويلاست 


مستقبل لإنتا اج هجن غير باغ : ة جزتئيا مااع مردرلاكة لأدلاعة2. 

ع نقل 0 5لاعمقع:0 (يسمى هجين سيتويلازمى 0914) مثل 
الكلورويلاست واميتوكوندريا بهدف نقل صفة معينة مثل مقاومة المبيدات أو مقاومة 
الحشائش أونقل صفة العقم الذكرئ السيتويلازمى. 

طرق دمج البروتويل[است (تهجين البروتوبلاست) 
١‏ الاندماج باستخدام مركبات كيميائية وماود لععنللما -/رللهه تمعطنت 
لتشجيع اندماج البروتوبلاست. يجب أن تكون الأغشية البلازمية -ماء 4سكدام 
وع قوط قى كللامس تام. ونظرا لوجود شحتة سالية على سطح البروتويلاست تعمل 
على حدوث تنافر بين اليروتوبلاست المتجاور. لذلك يجب التخلص من الشحنات 
السالية لنع التثافر بين البروتويلاست المتجاور ويتم الاندماج بسهولة. وتستخدم 
وسات عديده 5 تعمل على تغيير الشحنات السالية » متها تغيير الحموضة 4029 أو 
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إضاقة كاتيونات متعددة 005)ةهلاا20 أو نزع الماء 2808 للإط»2 من البروتوبلاست. 
وقد وجد أن تعريض بروتوبلاست الطبقة الوسطى للورقة إلى بيئة تميل إلى القلوية- 
تحتوى على أيونات كالسيوم- يؤدى إلى تكوين أعداد كبيرة من البروتويلاست 
المندمج» وكائت أفضل النتائج عندما تعرض البروتويلاست إلى محلول منظم 8175 
(1110.5م) #هتاناأه5 والتحضين عنه /الا”م ولدة ١١-1١‏ دقيقة. ويجب ألا تطول 
مدة التعريض عن 45 دقيقة حتى لا يؤدى إلى تكوين بروتوبلاست غير ثايت وغير 
متماسك. واستخدمت هذه الطريقة بنجاح فى إحداث الاندماج والتهجين فى خلايا 
جسمية لئبات الييتونيا. 

ويعتير مركب (5180) أمملااع عمعا بإطاءبراوط «الوزن الجزيئى ١‏ ٠ه‏ - ...> 
دالتون) من أكثر المركبات استخداما فى الاندماج الكيميائى لليروتوبلاست. وإضافة 
هذا المركب بجرعات متتالية إلى معلق اليروتويلاست يؤدى إلى تجمعه -تانااعع/ 
02 بنسية 1- 2/1١‏ ثم يتبع ذلك التخلص من هذا المركب بإضافة محلول 
منظم حموضته (119-11م) يحتوى على نسبة مرتفعة نسبيا من أيونات الكالسيوم 
١١ -٠١(‏ ملليمولر). وميكانيكية هذا الاندماج قد تكون ناتجة عن حدوث انقتشار 
جانبى للبروتينات الملاصقة للأفشية وخلق مناطق غنية فى الليبيدات غير مستقرة 
تسؤدى إلى الاندماج. وقد لا تؤدى طرق الاندماح الكيميائى إلى النتيجة المتوقعة وقد 
يرجع ذلك إلى أن بروتوبلاست بعض الأنواع النباتية لا يتحمل التعرض للمركب 
(080). كذلك يختلف تأثير هذه المادة فى التخلص من الشحنات السالبة الموجودة 
على سطح البروتوبلاست باختلاف وزنها الجزيئى وتركيزها وكثافة البروتويلاست 
فى البيئة الغذائية ودرجة حرارة التحضين وكثافة الشحنات الموجبة المضافة للبيئة. 
وقد ثبت أن مادة (©58) ذات الوزن الجزيئى ١55٠‏ هى الأفضل من استخدام أوزات 
جزيئية أقل أو أعلى من ذلك» وتستخدم بتركيز لايقل عن ١‏ وتحضن عند ”م 
ثم لام كذلك ثبت نجاح طريقة تكتل بروتوبلاست الجزر وثلاثه أنواع من التبغ 
وهم 87 1لتأصوكمم لال سعد وما لاز بتومياعماى لز باستخدام الفصل الإئز: يمىثم تعريض 
البروتويلاست المفصول لجهاز مميز الخلايا "معاءمتمالان) دوا - 510067 [أء0'"' عند 
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طول موجة ٠١54‏ نانوميتر وإشعاع ضوتى مرثى مقداره «/011: 400» باستخدام فلاتر 
0 ,] :38 1830 :81:560 :590 1,5] مما يؤدى إلى تحفيز الاندماج بنسبة كبيرة. 
ويس تخدم الدكستران 80ناءاء10 ينجاح مع بروتوبلاست نباتات رول مطبرط ولومباعط 
227 دمدنامع]ل! بولووعء متعم فوودوص8 تدمجها مع بروتوبلاست الجزر ويتم 
ذلك فى الخطوات الآتية : 

- يس تخاص بروتويلاست النباتات الثلاثة المذكورة وكذلك بروتوبلاست نيات 
الجزر كل على حدة. 

- يخلط ٠١‏ ملليلتر من يروتوبلاست الجزر مع مقدار مساو له من أى من 
البروتوبلاست الثلاثة؛ ثم يكرر ذلك مع بروتوبلاست الأثنين الآخرين» ثم يوضع 
كل خليط منهم فى محلول ددر مولر مانيتول. 

-ينقل ٠.4‏ ملليلقر من بيئة الاندماج (متكونة من /١6‏ دكسترأن 28الاء1+ 
واحد مولر كلوريد صوديوم لكل طبق يترى بلاستيك يحتوى على ٠."‏ ملليلتر 
بروتوبلاست. ثم يضاف لكل طبق بترى ٠,4‏ ملليلتر من بيئة الإندماج مرة ثاثية. ثم 
تحضن الأطباق عند ام لمدة ١5‏ دقيقةء بعدها يضاف ٠,"‏ ملليلتر كلوريد صوديوم 
تركيز 1,5 مولر. وبعد مرور 15 دقيقة أخرى يتم تخفيف المحلول بإضافة ه 
ملليلتر بيئة غذائية مضافا إليها مانيتول تركيز 0؟,٠‏ مولر ومواد أخرى غير عضوية 
بتركيز ؟١,٠‏ مولر. ثم يحضن الخليط عند ه*م لمدة ساعة واحدة فقطء بعدهما تنقل 
إلى الغرفة العادية. وبعد 14؟! ساعة يجمع البروتوبلاست ويفحص. 


"'- الاتدماج الكهريائى 115100 مناء»ه181 


(1) المرحلة الأول 


بائنيين 5ع00اء16» 1180 وتردد مرتفع بين القطبين (54112 0.5-1.5). وبواسطة 
وتردد مرتفع ب وبوا 
«فصل كهربائى ثنائية: وأوع:00ه0اء11616 على جهاز الكتروفوريسيس تصبح 


/اذرا 


الشحنة على سطح البروتوبلاست مستقطبة وكأنها ثنائية القطبين 65اوما©. وأثناء 
هجرة اليروتويلاست على طول خطوط المجال الكهربائى تتلامس مع بعضها 
وتكوين ما يسمى سلاسل اللؤلؤٌ 155[ةطء 1ئدء2 موازية لخطوط المجالات الكهربائية 
المستخدمة. ويتوقف طول السلاسل على كثافة البروتوبلاست وقوة المجال الكهريائى 
وطول مدة تطبيق المجال الكهربائى. ويفضل استخدام مجالات كهربائية متجانسة 
05 1050 1منآ بين الإلكترودات 81600065 بينهما مسافات حوالى ه ملليمتر» 
حيث تهاجر خلايا البروتوبلاست نحو هذه الإلكترودات؛ وتتكون عليها سلاسل 
مركزة من البروتوبلاسنت غير مشتته إلى إلكترودات أطرى وبكميات كبيرة بحيث 
يسهل ملاحظتها والتعامل معها. وتستخدم عادة خمسة إلكترودات متوازية 
مصنوعة من الصلب قير قابل للصدأ مثبتة قى وعاء من اليرسبكس »«6م75 حجمة 
ه, ٠‏ ملليلتر. ومن الممكن أن تندمج ه,١- "٠١ * ١‏ بروتويلاست فى الدورة الواحدة 
التى تستغرق -5٠١‏ 40 ثانية. ومن الممكن أيضا استخدام بدائل للإلكترودات وخلايا 
كهربائية مغايرة للتصميم المذكور. وقد وجد أن النسبة الكلية المندمجة تصل إلى 
فى خليط مكون من عشيرتين من البروتوبلاست بنسبة .١ :١‏ ولوحظ أن 1/5٠‏ 
من هذه النسية يحدث يها اندماج بنسبة ١ :١‏ داخلى بين خلايا عشيرة واحدة 
متمائلة و٠5/‏ يحدث اندماج بين خلايا العشيرتين مكونة خلايا هجينية خليطة 
الثواة كمم/صهعاموعنع11. 
(ب) المرحلة الثانية 

تعريض سلاسل البروتويلاست إلى نيضات كهربائية مباشرة ديد 01-53 
(1-هنهلاع! وقصيرة ما بين ٠٠١ -٠١‏ ميكروثانية كافية لإحداث ثقوب -مجامها8 
هم فى الغشاء المحيط باليروتويلاست والأغشية التى فى تماس مع يعضها 
وبذلك يسهل دمج اليروتويلاست. ومن الممكن إدخال 234 وجسيمات أخرى إلى 
اليروتوبلاست مياشرة. ويستخدم جهاز إطلاق النيضات الكهربائية عمااعةصه0 
5ع كآنام ”عكلأمة“ عع تق طه5 1ل لدمج اليروتويلاست. وتتميز طريقة الائدماج الكهريائى 
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للبروتويلاست بتقوقها على الطريقة ١‏ لكيميائية وأن اليروتويلاست المتلاصق فى 
سلاسل هو ال مس تهدف. كما يمكن ا ومضات ذات جهد كهريائى مختلف » 
ويمكن عد اليروتويلاست ا متدمج. 


العوامل المؤثرة فى اتدماج البروتوبلاست 

- مصدر البروتويلاست. إن اندماج البروتويلاست ال مقصول من أوراق النوع البرى 
للبطاطس 6610685 مناقةاه5 أسرع من اتدماج اليروتويلاست المقصول من معلق 
خلايا نقس النوع المؤقلم للزراعة التقليدية. 

- الومضات الطويلة للجهد الكهريائى 0 0 تحقق اندماجا أكثر. 
لهت الأملول تم اندماجا متكررا 0 ا 0 . لذلك يعامل 
اليروتوبلاست الأصغرن حجما مسيقا يمادة ع«زدمءم5 لكى يعمل على زيادة مساحه 
أغشية اليروتويلاست المتماسة وتجمحة قى سلاسل. 

3 يعمل كلوريد الكالسيوم على ز, يادة نسبة ة الاندماج بإزالة الش_ حتات السالية 

على أسطح اليروتويلاست» بيئما مادة نترات الصوديوم المستخدمة أحياتا فق إزالة 

الشحئات السالية تحقق تحقق نتائج أقل كثيرا. تدلك يفضل احقواء ب بيئة الاتدماج و 1كلاط 
م على ماتيتول [ماتمة81ة + واحد ملتيمولر كلوريد كالسيوم وانكقت. وبهذه 
المعاملة يرتفع تسبة اندماج اليروتوبلاست من /5٠‏ إلى 50/. 

- يحدث الدمج عادة بالتحضين فى تركيز مرتقع من مركب (280) وتركيز 
مرتقع من أيونات الكالسيوم (++02) ورقم حموضة مرتقع نسبيا (يميل إلى القلوية). 
وهذه المعاملة ضرورية لإزالة الشحنات السألية الموجودة على البروتويلاست. على أن 
يتم التخلص ا رالخلرط (680) وان 0 بعد إتمام -- 0 
الول لساك الحى 0 استخدام مركب (2280). كما حقق دمجا الأو تو ديت 
باستخدام مركب 06 ومنشط كهريائى 


حل 


- مرخلة عزل البروتويلاست المتدمج 
دأأء» 10 طنط عتتأقحاهة 015 مس تاععاء 5 


ه عزل مباشر تحت ميكروسكوب 150120100 أع10116 

تشغط الخلية الهجينية المندمجة بماصة ميكرومترية تاءمامم:210 أو بأنبوبة 
شعرية 111357م63 31610 متصلة بسرنجة ع708لا5 لها قلاووظ محكم. وتشقط الخلايا 
ذات الأنوية المندمجة 055/,ة!ه1616] واحدة بعد الأخرى تحت ميكوسكوب ضوئى. 
وبالرؤية المباشضرة يمكن بسهولة تمييز البروتوبلاست الهجين من بين بروتويلاست 
الأوراق ويروتوبلاست الخلايا المعلقة. 


© الرؤى بالعين 7216000 [1/151012 

أحيانا يمكن تمييز الخلايا الهجينية ذات الأنوية المندمجة بالعين المجردة 
إذا كانت متميزة بصفة معينة عن غيرها فى اللون وحجم البروتوبلاست. فمثلا 
يمكن تمييز الخلايا الهجينية الخالية من الكلوروفيل بسهولة إذا كانت ناتجة 
من اندماج خلايا لا تحتوى على كلوروفيل أو تمييزها بوجود خيوط سيتوبلازمية 
وكلوريلاست إذا اندمج سيتويلازم خلية تحتوى على كلوروفيل وسيتوبلازم لايحتوى 
على كلوروفيل. 


© استخدام جهاز مميز الخلايا 501162 1أء0 260 أن فدوممععدع :مهنا 1 
)05خ 


ويسمى أيضا ععاعصسمانزء 1108 كناملتصتامه©, وتعتمد هذه 0 يقة اليس 


وتستخدم صبغات وميضية ف 21 مختلفة (تسمى دلائل وميضية -1101065 
(175عاتق م ععدعه مثل (دأعوءوعرمن1”] أو ل وباستخدام ا مميز الخلايا 


ا 


:م50 0611© يمكن تمييز وانتخاب وفصل الخلايا ذات الئواة الهجينية ذات الألوان 
المختلقة وذلك بتمرير خلايا اليروتويلاءست المندمجة وغير المندمجة فى جهاز مميز 
وميض ضوئى مختلف. 


هو الطرق الطبيعية للفصل 715]0265عاع22قطاء [175162م 1ه 22261018مء 5 


حققت الطرق الطبيعية تقدما كبيرا فى تمييز الخلايا الهجينية. حيث تستخدم 
طريقة التمييز بين الشحنة الكهربائية المئتشرة على سطم الخلايا الهجينية 
ومقارنتها بالشحنة المنتشرة على بروتويلاست الآباء. واختلاف تأثير الطرد المركزى 
على الخلايا الهجينية بالمقارنة بالآباء. وهى طرق يمكن أن تؤدى إلى نتائج جيدة 
فى حالة الكثافة العالية من الخلايا الهجينية فى البيئة الغذائية ولكن يجب عدم 
الاعتماد عليها بصورة مطلقة. 


- مرحلة الانتخاب المعملى للطفرات من الهجن الجسمية 

خليتين من خلايا الصنف النباتى النامى فى البيئة الغذائية أو تحدث فى هجن 
أو النوع أو الجنس أو العائلة. ويمكن استحداث طفرات فى الخلايا الجسمية 
المندمجة بتعريضيا لبعض المطفرات مثل -آ8 1/تلاء-]8 رع)2مهطملند عمقطاعص لاطا 
تناع 1نا- 12110 أو أشعة جاما أو أضعة إكس أو بنقل جيئنات أو إحداث تغيير 
للبروتوبلاست يتم التركير على الخلايا الهجينية ذات الصفات غير العادية. ويفضل 
بمتابعة كل خلية منتتخبة بمفردها من حيث التكاثر والتكشف والئمو للحصول على 
سلالة خلوية عملا ااء66. 
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طرق الانتخاب المعملى للطفرات 
(1) الانتخاب المباشر للطفرات 
تنتخب الطفرات من المرَارع المعملية لليروتويلاست أو من معلق الخلايا التى تتميز 


بالقدرة على النمو تحت ظروف غير عادية من الإجهاد البيئى مثل ال ملوحة والجقاف 
والضادات الحيوية والسموم التياتية ا والعناصر الثقيلة وغيرها. 


(ب) طرق تحليلية لصفات الهجن الجسمية غ21 دده 01 دهأمجاءعاء 00312 
ل ططلط1 


-1١‏ تحليل مشايه الإنريم 3:515[همة عتسزهمء150 

يتم تحليل الآياء الداخلة قى التهجين وتحليل الهجين الناتج تفسه ياستخدام 
0 الإلكتروقر يزيس حيث تظهر حزم مختلقة من اليروتين على الجيل /عم) ‏ 
ويظهر للهجين تعبير جينى عن يعفى الحم مشابها فى ذلك أحد الأبوين. وريما 
تظهر حزم إضافية مشتقة من تركييات جديدة ناتجة من وحدات إنزيمية فرعية. 
ومن مثشايهات الإثر يم المستعملة كدلاثل بعمقمعع مكل نزطعل عأمطمومطم -6 -عومع نان 
عو رع35اتتتتقكمهم عأماأععدهأهاه عمس سملياات بعكمرع مم13 عكمء بأومطمومطط 


عكتدعى مع لبإطعل عأمستاتطد مد 


-١‏ تحليل جزىء "دنا" بالئواة 15كنزاههة 4ل125 عدعاءناة 
يستخلص الحمض النووى 208 من الكروموسومات أو من الكلورويلاست أو 
ا ميتوكوندريا ثم يجزأ إلى شطايا كنمء وه ياستخدام إنزيمات قطع همتاء تدعا 
و - ثم ترقم إحدى الشظايا يالفوس قو مسقور المشمع (020) وتلصق يجِرَّىء قلاط 
خرء فسوف يظهر رفى الهجن الناتجة طرز مختلقة لحرم هجينية 01221108 أعطير1ز 
قلصةط من 61:8 يمكن متابعتها باستخدام الاوتوراديوجرام 41020105 


ذكل 


7- النشاط الإتزيمى 20117113 802106 

إذا استخدمت طفرتان تتميزان بخاصية نقص إنزيم ألم ع قعل عنماء نالع مهالا 
(018) خاص باختزال عات أى إنهما لا يستطيعان الاستفادة من النترات 
كمصدر للنيتروجين. فإن الهجن الناتجة منهما قد تختلفان عن الآباء وتكون لها 
القدرة على الاستفادة من النترات كمصدر للئيتروجين لاحتوائها على إنزيم 1816ل( 
©5عنال؟ وفى هذه الحالة يمكن تقدير نشاط الإنزيم. 


*-- المظهر الخارحجى 2/101:150108(7 

قد يظهر على الهجن الجس مية صفات ظاهرية محددة أو ظهور بعض الصبغات 
مثل الأنثوسيانين لتقلة لإء مطاممف أو وجود شعيرات على سطح الورقة. وقد تكون 
بعض هذه الصفات موروثة من الأب أو الأم. وقد تظهر صفات جديدة فى الهجن 
غير موجودة أصلا فى الآباء مثل ظهور صيغة قرمزية اللون على السطح الخارجى 
من درنات البطاطس الهجن وظهور لون أصفر أو أحمر فى لحم الدرئة. 
ه-- تحليل سيتوتوجى 30215515 03101081221 

يمكن تقدير تكامل الكروموسومات للهجن الجسمية بطريقة روتينيه ية بواسطة 
الضغط بكخدة ة على قم ة الجذر واستخلاص الكروموسومات من كلا الأبوين. وتبين 
التحاليل الهجن التى تملك التكامل المتوقع للكروموسومات القادمة من كلا الأبوين. 
كما يمكن تمييز الانقسامات الشاذة 'ا1010مناعصث. 


1١‏ تحليل الصفات المرغوية 5نعاع2نقطء لع أوعل 05 1215515نم 
تقدر الصفات الزراعية المرغوبة مثل. مقاومة الأمراض. والصفات القياسية ا معروفة 


ا 


4- مرحلة تكوين جدر جديدة للبروتوبلاست المندمج 


تكوين الجدار الخلوى للبروتوبلاست المندمج من المراحل الهامة فى زراعة 
البروتوبلاست. حيث يرتبط. انقسام الخلية ونموها بتكوين الجدار الخلوى للبروتوبلاست. 
وتبدأ مرحلة نشوء الجدار الخلوى الجديد بعد نقل البروتويلاست إلى بيئة خالية من 
الإنزيمات المحللة للسليلوز. فبعد ١١‏ ساعة من نقل بروتويلاست التبغ فى بيئة غذائية 
يزداد تكوين لويفات سليولوزية على السطح الخارجى من البروتوبلاست. وبعد يومين 
تتكون جدر خلوية جديدة لحواليى٠5- /8١‏ من البروتوبلاست. وبعد ثلاثة أيام من 
الزراعة تتكون جدر خلوية لجميع البروتوبلاست. وأثناء هذه الرحلة يستلزم المحافظة 
على الضغط الأسموزى للبروتوبلاست فى البيئة الغذائية عند الحد الأمثل- يتناسب 
مع زراعة ونمو البروتوبلاست- حتى لا تحدث أى تغييرات غير مرغوبة فى بناء 
خلية البروتوبلاست. لذلك يجب أن يكون تركيز أيونات الكالسيوم 02*9) مرتفعة 
والجهد الأسموزى السالب للبيئة منخفضا خلال إعادة تكوين الجدار الجديد حول 
البروتويلاسست» ثم يرفع الجهد الأسموزى للبيئة تدريجيا خلال الأيام القليلة من بدء 
تكوين الجدار الخلوى. ويحدث أول انقسام للخلية الجديدة بعد ٠-١‏ أيام من زراعة 
البروتويلاست. وتتحول الزراعة فى هذه المرحلة من زراعة بروتوبلاست إلى زراعة خلايا 
نباتية عادية. لذلك تحفز الخلايا الجديدة على الانقسام والنمو والتكشف إلى أعضاء 
نباتية مختلفة حتى يتم تكوين النبات الكامل. وتستخدم مادة 51 عااطلاا رناماكدء له 
بتركيز /0.١‏ للكشف عن تكوين الجدار الخلوى الجديد. ويتميز هذا المركب بقدرته 
على انعكاس الضوء الساقط عليه من مصدر للضوء الأزرق. ويعامل البروتوبلاست بهذا 
المركب سواء كان فى بيئة سائلة أو صلبة. حيث توضع الخلايا المتكونة حديثا لدة 
«دقائق مع مراعاة الحفاظ على الضغط الأسموزى وغسل الخلايا يعد ذلك لإزالة المتبقى 
من هذه المادة. وتفحص تحت الضوء الأزرق. فالخلايا التى كونت جدارا يكون لها 
القدرة على انعكاس الضوء الأزرق. ويفى بهذا الغرض مصباح زئبقى يحتوى على فلتر 
إنارة 12 86 وفلتر مكثف 510 55. ولوحظ أن البروتوبيلاست المستخلص. من الطبقة 


1545 


الوسطى لأوراق التبغ استعادت نشاطها وكوئت جدارا خلوية بسرعة؛ وأن حوالى:- 
٠‏ من هذه الخلايا بدأت فى الانقسام بعد ؛ أيام من زراعتها فى البيثة الغذائية. 
ويؤدى انقسام هذه الخلايا إلى تكوين كتل من الكالس. ويضاف لين جوز الهند إلى البيئة 
الغذائية للحصول على انقسام خلوى جيد والحصول على كتل من الكالس» ويمكن 
تحفيز خلايا الكالس غلى الدمو وتكوين أفرع والحصول على نباتات كاملة. 


-٠١‏ مرحلة انقسام ونمو خلايا البروتوبلاست المندمج 
العوامل المؤثرة فى انقسام ونمو خلايا البروتوبلاست 


--١‏ العوامل الوراثية 

تنمو بعض أنواع البروتوبلاست بصورة جيدة على بيئة غذائية معينة دون غيرها من 
البيئات بالرغم من ثبات الظروف البيئية المحيطة» وقد يرجع ذلك إلى أسباب وراثية» 
حيث تختلف كفاءة انقسام البروتوبلاست باختلاف الأنواع التابعة للجنس بيتونيا 
8 ويصعب انقسام البروتوبلاست المستخلص من النوع 08,2017 2 يصرف النظر 
عن نوع البيئة المستخدمة» بينما البروتوبلاست المستخلص من النوع 0/رضرط + أو من 
ثباتات الجيل الأول للهجين دورط ع ةمهم جه كان سهل الانقسام. كذلك 
يتأثر نمو البروتوبلاست بمستوى تضاعف العدد الكروموسومى بالخلية. فمثلا قابلية 
انقسام البروتوبلاست المستخلص من ئباتات ثنائية كان مرتفعا بالمقارنة مع بروتوبلاست 
النياتات الأحادية. ويحتاج البروتويلاست المستخلص من خلايا الطبقة الوسطى لأوراق 
نباتات أحادية إلى إضافة معقدات طبيعية إل البيئة لتشجيعه على الانقسام. 


-١‏ نوع النبات 


تختلف كفاءة نمو خلايا البروتوبلاست فى البيئة الغذائية باختلاف الأنواع 
والأجناس النباتية. فقد نجح 8" جئسا نباتيا من بين 5” جئسا فى إنتاج نباتات 


ال 


من خلايا البروتوبلاست. وأن يروتوبلاست نبات الأرز هو الأسهل من بين الأجناس 
التابعة للعائلة النجيلية 67,7626 . كذلك ينجح إكثار أجناس تابعة للعائلة -0ى 
قعءدهما مثل ,دامع ر/1 جزمن صامى رمع رععممع زط ,وزر//متميظ ,ورين و(ا ,ناعمو ) 
كلمتو قز مبزلط :12 1زنال 2 :41622 و أنوا اع ثباتية تابعة لعائلات نياتية مختلفة مثل 
-لقااز يكل أممء0171 كناع3اقتدك بعناقهود معادكه8 :هقد موقهي20// بقامدف كناونورز 
كنالا) اكع 7لى رومع صت! 1تنا/1[1/0 زقاتر ع اندوع 701. و لم تصل الأنوا اع التابعة للجنس 
2 إلى مستوى كفاءة النوع 7ه 2 8/0/2113 من. حيث قابليته للانقسام 
والنمو. وكان امنوع :/ىء بزو /2 أقل كفاءة فى الانقسام ونمو اليروتوبلاست بالرغم 
من محاولات تحسين الظروف البيئية المحيطة وتغيير مكونات البيئة. ويعتبر القمح 
والشعير وغيرهما من محاصيل الحبوب بأنها ضعيفة فى إعطاء يروتوبلاست قادر 
على الانقسام والنمو حتى ولو كان مستخلصا من الطبقة الوسطى للورقة لصعوبة 
تكوين الجدار الخلوى للبروتوبلاست وعدم القدرة على الانقسام وصعوبة الحصول 
على كالس من أوراق هذه المحاصيل. 
؟- البيئة الغذائية 

أثناء فصل البروتوبلاست قد يحدث ضرر للشبكة البلازميدية مما يؤدى إلى 
تسرب بعض مكوناته من السوائل إلى البيئة الغذائية. لذلك تضاف بعض منظمات 
النمو ومواد أخرى إلى البيئة لتعويض ما تفقده. كما أن هز الدوارق المحتويه 
على بروتوبلاست بجهاز الرج قد يؤدى إلى تمزق الشبكة البلازميدية وتحطيم 
البروتوبلاست. لذلك يفضل أن يكون البروتوبلاست فى بيئة سائلة ساكنة أو 
متحركة ببطه للمحافظة على البلازميدات ومساعدة البروتوبلاست على الهبوط 
بسلام إلى قاع الدورق. وثبت أن إضافة 5 مللى بيئة سائلة حاملة للبروتويلاست 
فوق بيئة مماثلة مضاف إليها اجار (بيئة ثنائية المظهر) تلا 0760 3565م -م بي" 
فى طبق بترى قطر 4سم أعطت نتائج جيدة. واستخدام الأطباق الزجاجية أفضل 
من البلاستيكية لتجنب التصاق البروتوبلاست على جدر الأطباق البلاستيكية. 


لل 


ويفضل إضافة 7/٠.٠١” ١0.٠5‏ مادة ناشرة مثل 7067-0 لمع الالتصاق. 
وتس تخدم هذه الطريقة يتجاح كيير فى زراعة البروتويلاست. ومن فوائد هذه 
الطريقة إمكان استبدال البيئة السائلة (الطبقة العلوية فى الطيق البترى) ببيئة 
أخرى مماثلة لنقس البيئة السائلة ولكنها طازجة. ويمكن أيضا إحلال أجرّاء من 
البيئة الصلبة (الطبقة السفلية فى الطبق البترى) بأجزاء من بيئة مماثلة صلبة 
طازجة 0 الحجم. ويتم هذا الاستبدال فى اإلبيئة السائلة والصلية باستمرار 
للمحافظهة 2 على الضغط الأسموزى وتحفيز الخلا ذيا على التمو والانقسام بصورة 
منتظمة. وبهذه الطريقة تنقيا تجمعات من خلايا البروتويلاست وتهبط على 
طيقة البيئة الصلبة فى قاع الطيق وتئمو بنجاح » ويمكن متابعتها ونقلها قيما بعد 
للإكثار. وتستخدم بنجاح البيئات الجاهزة التى لها نفس مواصفات بيئة (915) 
لزراعة البروتويلاست. وثيت أن إضافة كلوريد الكالسسيوم بتركيز ه ملليموار 
وكبريتات الماغنسيوم بتركيز 4؛ ملليموار للبيئة كان لها القدرة على الحفاظ على 
الأغضية البلازمية والحصول على نتائج جيدة فى زراعة البروتوبلاست المفصول 
من خلايا الطبقة الوسطى للأوراق. 

ويمكن زراعة البروتوبلاست فى بيئة سائلة أو صلية» بالرغم من أن لكل منهما 
بعض اللشاكل. ويفضل أن تحتوى البيئة الصلبة على ؟,٠//‏ آجار بدلا من ١,5‏ /:» 
ويفضل النوع ؟قعش :831 يدلا من عدو ه1أ2 وإضافة الكازين -20للزط ساغوة0) 
6 أو يعض الأحماض الأمينية مثل الجلوتامين إلى البيئة تعطى نتائج جيدة. 
ويعتبر السكرؤز هو المقضل دائما كمصدر للطاقة والكريونء وإضافة الجلوكوز أو 
الزايلوز ءوهالز»” والرايبوز 11605 مجتمعة أو منفردة إلى البيئة تعطى نتائي مفيدة. 
وإضافة الأكسينات (284 :2 -2,4) والسيتوكاينينات(/1212 : 8482) منفردة أو 
مجتمعة يتركيز -١,١‏ ه ملليجرام/ لتر إلى البيئة لها أهمية كبيرة جدا لاستمرار 
نفو خلايا البروتوبلااست وتحقيق إنتظام وجودة النمو. ويختلف تركيز منظمات 
النمو فى البيئة باختلاف البروتؤيلاست ومصدره. أما بالنسبة للمواد الحافظة على 


يذل 


الضغط الأسموزى فتستخدم نفس المواد الستخدمة فى مرحلة فصل البروتويلاست. 
ويعتبر المانيتول بتركيز ه,١- ١,5‏ مولر أكثرها استخداما. ويستخدم كذلك خليط 
المائيتول + السرييتول بنجاح أيضا. كما يستخدم سكر الجلوكوز مع بروتوبلاست 
خلايا تبات الفول اليلدى وقول الصويا. بينما كان السكرور مقضلا لتمو بروتوبلاست 


ئيات 2255ع عترمرظ. 
> الظروف البيئية المحيطة 


تختلف أنواع البروتوبلاست فى احتياجها للحرارة أثناء التحضين» لذلك 
يجب تحديد درجة الحرارة المناسسبة حتى لا تكون سببا رئيسيا فى تثييط نمو 
البروتوبلاست. فمثلا يحضن بروتوبلاست نبات التبغ عند 17- /اام وبروتويلاست 
نبات الطماطم عند 88”م لكى يحقق كفاءة عالية فى النمو والانقسام. وللضوء تأثير 
كبير فى إنجاح البروتوبلاست خاصة إذا كان مصدره الطبقة الوسطى للأوراق. 
وتعتبر أفضل شدة إضاءة لبروتوبلاست نبات التيغ هى 7٠١‏ لكس. وانخفاض 
شدة الضوء يؤدى إلى انخفاض قدرة البروتويلاست على الثمو. 
م كثاقة البروتوبلاست فى البيئة الغذائية 

كثافة خلايا البروتوبلاست فى البيئة السائلة لها أهمية كبيرة فى طبيعة نموها 
وتشير الدلائل إلى إمكانية نمو بعض أنواع البروتوبلاست عند كثافة منخفضة جدا 
تصل إلى ٠٠٠١‏ بروتوبلاست/ ملليلتر بيئة. ويفشل بروتوبلاست نبات التبغ فى 
الانقسام والنمو إذا كانت كثافته أعلى من ه 2 *٠١‏ بروتويلاست/ ملليلتر بيئة. وأن 
الكثافة المثلى التى أعطت أفضل معدل للانقسام والنمو هى ه <ا *٠١‏ بروتوبلاست/ 
ملليلتر بيئة» ولم يلاحظ أى انقسام عندما كانت كثافة البروتوبلاست 5 << ”٠١‏ 
يروتوبلاست/ ملليلتر بيئة أو أقل من ذلك. ومن ناحية أخرى وجد أن أفضل كثافة 
لبروتويلاست خلايا نبات البيتونيا 1صنمء5 هى ه.# »ا //٠١‏ ملليلتر. 


ليلدل 


أهم الممارسات الوراثية للبروتويلاست المندمج 


50121211 التهجين الجسمى بين أتواع مختلفة 5:1012210102/ز2‎ -١ 


يعرف التهجين الجسمى أيضا ياسم 101 طلاط 21 ناجزء 2922-5 _ فى الواقع 
أن دمج البروتوبلاست ليس له ميزة خاصة لإنتاج هجن جسمية فى حالة إذا كان 
من السهل إنجاز التهجين بالطرق التقليدية. ودمج البروتوبلاست له أهمية كبيرة 
فى إنتاج خلايا هجينية لبعض المحاصيل التى يصعب تهجينها بالطرق التقليدية 
لأسباب عدة مثل عدم وجود قرابة أو عدم توافق أو وجود عقم ذكرى أو مسيبيات 
أخرى. فإذا اندمج اثنان من البروتوبلاست من نفس النوع النباتى تتكون نواة 
متجانسة «هلورهءإ[ه2:ه]]. وإذا اندمج أثنان من البروتوبلاست واندمجت نواتاهما 
وهما مختلقان فى الجنس أو النوع تتكون نواة غير متجانسة «هلمةا16)6,0]. وفى 
البروتوبلاست لتتكون خلية جديدة:؛ وبزراعة خلية البروتوبلاست على بيئة غذائية 
وظروف بيئية مناسية تنقسم ؤيتكون منها نبات كامل. وبالرغم من صعوية التهجين 
فى الحقل بالطرق التقليدية بين نوعين من اليطاطس أحدهما بساومرءطل .5 (يكون 
درنات وغير مقاوم أو قليل المقاومة للأمراض) والثانى كديع 0//اه,ة :ى (لا يكون درنات 
ومقاوم لذمراض) 2 فقد نجح التهجين بينهما بدمج البروتوبلاست والحصول على 
نباتات كاملة من الخلية الهجينية. كذلك تم إنتاج هجينين أحدهما تابع للجنس 
2م27 وهو «كتتادومتترمت .8 عز معءديعأه تعاووور8 » و الآخر تابع للجنس -رمعللة 
ميت وهو «6اهمات! ,إل عد 12د مع2/16012» بدمج البروتوبلاست وكان هناك صعوبة 
فى إنتاج الهجينين بالطرقة التقليدية. وتم الحصول أيضا على الهجين #ستنامء/ش( » 
« م دواع للع ارم دوويها يدمج البروتوبلاست. وثبت أن الحالات التى ينجح 
فيها التهجين بين جنسين وإنتاج بذور منهما بالطرق التقليدية هما أيضا قادران 
على إنتاج هجن بطريقة الدمج بين البروتوبلاست. لذلك يجب اختيار مستعمرات 


15 


من البروتوبلاست نجم فيها الاندماج وتكوين هجن على أن يتوفر التواقق بينهما 
وتندمج جميع محتويات النواتين فى نواة هجينية. لأن كثيرا ما يؤدى الإندماج بين 
البروتوبلاست إلى فشل الأنوية فى الإندماج أو فقد يعض الكروموسومات نتيجة لعدم 
قدرتها على الحركة السريعة واللحاق يمرحلة التناسحم 16م 1 وبناء على 
ذلك يمكن أن تنقد أعدادا كبيرة من الخلايا نتيجة يطئها الشديد فى النمو وعدم 
قدرتها على الانقسام. وبعد إتمام اندماج البروتوبلاست تظهر صعوية فى انتخاب 
الهجن الجسمية 6105طلإط 5011816 من مجموعة الخلايا الموجودة. فمثلا إذا حدث 
تهجين بين بروتويلاست خليتين مختلفتى المصدر (8) و(8) فإن عشيرة الخلايا 
الهجينية الناتجة قد تحتوى بعضها على بروتويلاست غير مندمج من (8) ومن (8) 
بيجانب يروتوبلاست متدمج مكونا هجينا ذات ئوأة متجانسة (488) 05م/مقكاهدده1] 
و(88). وقد تندمج النواتان مكونة تواة هجينية غير متجائسة كدم/متاممعاء]] (خام) 
بجانب أنواع مختلفة متعددة الأنوية ومندمجة. وقد حدث تطور فى طرق انتخاب 
الهجين المرغوب (88) . ونجح التهجين الجسمى بين أنواع نباتية كثيرة مثل: 
2ك زنالج :2/1172ى ووز لعل «كناحمم ,لآ بعمععميعله لآ بكصاكعمويق معدوووظ 


سوءع رلا( تقاصمتق دنهن 2[ ,تدم يع طن بت سولوى تصقء تكيعممع يرا ممع تسيعموعيز1 
.215 جيع! 1نالآن 111 +11انالهء للت301 7رناا تاروع رعه تعمد ودلا 


كذلك نجم التهجين الجسمى بين أجناس نباتية مختلفة مثل: 
"لاع زكاع م معز ورمع تكبعممء زا عد نومك ةنا ارقلوى” 
“مم00 7طصيف : وورودوت 8" 
7 002171/2م 11لا[ دروي فر عا قادرقه كلاه /1/3* 


"-إنتاج هجن سيتوبلازمية (705طنون) 105 تطنوط عأسردهام مات 

هى طريقة مازالت فى مراحلها الأولى لانخفاض نسبة نجاحها. حيث يتم 
التهجين بدمج بروتوبلاست (نواة + سيتوبلازم) لنبات (4) مع سيتوبلازم فقط من 
نيات (8). وقد نجحت هذه الطريقة فى إنتاج سجين سيتوي لا زمى-/17ع 2 7انداع /ال* 
”تالا 002 112ت7اوء//8 عد وزاذ1 وهذا النوع من التهجين هام فى حالة وجود ظاهرة 


.؟ 


عقم ذكرى سيتوبالزمى ولمعا علقم عتحدمداممالا0 تتحكم فيه جيئات محمولة 
على الميتوكوندريا أو مقاومة بعض الأمراض أو مقاومة لبعض مبيدات الحشائش. 
*- زراعة الأنوية أءاعنته 04 ده غدنصهامكمة:]” 

تنحصر فى امتصاص نواة خلية ثم زراعتها فى خلية أخرى. أو قصل قطعة من 
الحمضيى النووى 12214 عليها جين خاص بصفة محددة مثل مقاومة مرض معين» 
ثم إدخالها على جينوم نبات آخر. وتسمى هذه الطريقة بتهجين الحمض النووى. 
كذلك تشمل هذه الفكرة على فصل جسيمات مثل البلآستيدات والميتوكوندريا من 
سيتوبلازم خلية ما ونقلها إلى سيتوبلازم خلية أخرى. وهذه طريقة واعدة من طرق 
الهندسة الورائية. 


4 إنتاج نباتات ثنائية ورباعية 


رباعية ل0أ10ترهناه1 . أو دمج بروتويلاست حليتين أحاديتين 5 للحصول 
على نياتات ثنائية كلأو!م221 ثم معاملة النباتات الثنائية بالكولشسين لإنتاج 
: نياتات رباعية. 


ه- التحور الوراشثى 2173:1510121261011 


قد يؤدى دمج البروتوبلاست إلى تكامل جينى وظهور صفة فى الهجين الناتج 
غير موجودة فى الآياء مثل طفرتين من نبات التبغ سا 2تها ودرودام 81 الأولى 
حساسة الضوء (لالا 55) والثانية أقل حسابسية (/5537/1)- والتهجين بينهما أنتج 
هجينا (7777 5555) غير حساس للضوء وهى صفة غير متوفرة فى الاباء. كذلك 
وجد أن كل من نياتى #علاداع 2تدمامء//8 و[1رم0كعو لها .فل يحتاج إلى إضافة أكسين 
النمو إلى البيئة الغذائية» وبدمج البروتوبلاست بينهما أنتج هجينا يتميز بالاكتفاء 
الذاتى من الأكسين المنتج طبيعيا فى خلاياه. 


سلبيات التهجين الجسمى 176101221102 50212152 01 101520112385 


لاحظ (1983 ,225ةآ] :1982 .21 ]ء ,وععه5) وجود بعض السلييات للتهجين 
الجسمى منها: 

١-لا‏ توجد طريقة ذات كتقاءة عالية للانتخاب. والمنتتج النهائى للتهجين 
الجسمى غاليا يكون عقيما أو متغيرا فى صفاته الخارجية أو غير ثابت ورائيا أو 
ميتا خصوصا فى حالة اندماج سيتويلازم لأبوين غير متقاربين. 

؟- نمو كايميرا بالكالس وعكناأةه عأريعصساطن فى موقع الخلية الهجين نتيجة 
لعدم اندماج نواتى الخليتين بالرغم من اتدماج البروتويلاست 

©- يؤدى التهجين الجسمى بين خليتين ثنائية العدد الكروموسومي إلى تكوين 
خلايا ملتصقة 10م ممم وليست متدمجة, وهى ظاهرة غير مستحية. 

:- يظهر فى الأجيال التالية للتهجين الجسمى بين أنواع متباعدة فى المملكة 
النباتية بعض الشدوذ مثل غياب كروموسوم أو حدوث انقسامات شاذة وفاهامناعهم 
أو غياب نواة من السيتويلازم #105نانا0, 


إنتاج بروتويلاست أحادى ؛:125مهغه:2 1010م112 

يتشابه بروتويلاست خلايا طبقة الميزوفيل المفصول من ئياتات أحادية مع 
يرتويلاسست النباتات الثنائية من حيث الانقسام فى البيئة الغذائية وإعطاء نباتات 
قادرة على التكاثر. كذلك يمكن فصل البروتوبلاسست من جميع أجزاء النيات 
تقريباء وأصيح الآن من الأعمال الروتينية بصرف النظر عن إن كان مصدره نباتات 
أحادية أو متضاعفة العدد الكروموسومى. وقد تميل خلايا البروتويلاست الأحادى 
إلى التضاعف الكروموسومى بعد زراعتها فى المعمل» ولكن النباتات الناتجة من 
بروتويلاست التيغ والبيتونيا والبطاطس والأتروبا والداتورا تحتفظ بثباتها الوراثى 
وتظل أحادية العدد الكروموسومى. وقد ثبت أن زراعة بروتويلاست خلايا الميزوفيل 
هى طريقة واعدة لإكثار النباتات الأحادية. 


حن 


-١‏ قصل البروتوبلاست من حيوب لقاح ناضجة 

فى النباتات المزهرة 225رءم718105ى القشرة الخارجية غداءاظ لحية اللقام الناضجة 

فى 0 م ن 2 
مغطاة بمادة 5ذمء![وم0:0م5. معقد من بوليميرات كاروتينية وإستر كاروتينات فى 
سلسلة مستقيمة غير متفرعة من مركب 010638 8-1,3. وهى مسن أكثر المركيات 
460 ومحاليل مؤكسدة قوية وبعضشس القواعد العضوية الخاصة ويعمقن الكائتات 
الدقيقة:» ولكن لم يثبت إمكان هضمها بالإتزيمات. ويتم فصل البروتوبلاست من 
حيوب لقاح تاضجة بإضعاف تقب حية اللقفاح وإحداث تحلل جزئى 
للقشرة الخارجية عداكا لحبة اللقاح وإزاله القشرة بعد ذلك ميكانيكيا. ويستخلص 
البروتويلاست الأولى 515ة1م0! -50م6ا5 من أنبوبة حبة لقاح نابتة. ويتميز اليروتوبلاست 
المفصول حديثا بشكله الكروى 505651621 واحتوائه على فجوة عاوباءهلا. فإذا عرضت 
عشيرة من البروتويلاست للطرد المركزى يندمج بطريقة ذاتية ويكون بروتويلاست 
عملاقا متعدد الأنوية كأكةام7:010 ]8130 عأ3عإعنام ل أبالا. وبزراعة اليروتوبلاست 
معمليا يحدث له استطالة ثم انقسام وتكوين براعم قادرة على النمو (1975 ,زة[ة8). 
'- فصل البروتوبلاست من حيوب لقاح غير ناضجة 
استخلاصه من خلايا أمية لحبوب اللقاح 5لأءءءع0)هم: 5ه1اه© وهى فى مرحلة 
ميكرة من الثمو ويفضل أن تكون فى مرحلة الانقسام الرباعى 165205 201162 
حيث تكون مغلفة بجدار بسيط غير معقد مثل القشرة الخارجية عماءا8 لحبة اللقاح 
الناضجة. وخطوات فصل وزراعة البروتويلاست من خلايا أمية لحبوب اللقاح وهى 
فى الطور الرباعى 7680 قد حددها كالآتى: 

-١‏ يفصل متك واحد تحت ظروف معقمة من يرعم زُهمرى حديث ثم يصبغ 
يصبغة عتتمعةه-6]0ء8 للتأكد من مرحلة نمو حيوب اللقاح. 


ولكن 


؟- تقطع نهاية قاعدة المتك بواسطة مشرط مدبب الطرف. ثم يضغط على المتك 
ضغطا خفيفا لإفراز محتواه إلى الخارج ياستخدام ملعقة زجاجية اهم مع 
مراعاة أن الضغط الشديد نسبيا يؤدى إلى إخراج الخلايا ثنائية العدد الكروموسومى 
همف من المتك فى صورة شريطية 615 1هاءم12. وتظهر محتوى الخلايا الأمية 
لحبوب اللقاح والخلايا الرباعية 165205 فى صورة محلول لبنى. 

- يعامل البروتوبلاست المستخلص بخليط من إنزيم هليكيز 56ههذ!10؟ تركيز 
هلار.- /١‏ مضافا إليه 4- /٠١‏ سكروز (إنزيم هليكيز مستخلص من أمعاء قواقم 


(065ألوع هآ 1(لهم5: وتحضن لمدة ٠م-‏ 0غ دقيقة. ويس تخدم خليط الإنزيم بمعدل 


واحد ملليلتر لكل متك واحد فقط. 
4- يعد التحضين يتم إحلال خليط الأنزيم يمحلول 72٠١‏ سكروز ويترك حتى 
يستقر البروتويلاست. 


ه- يشطف البروتويلاست عدة مرات بييئة سائلة طازجة » ثم يضاف البروتوبلاست 
إلى بيئة سائلة» ثم يزرع فى المعمل» فتتكون جدر لبعض البروتوبلاست وتظهر عليه 
براعم. وقد يحدث انقسام أحيانا. وعادة تكون كمية البروتوبلاست ال مستخلص 
قليلة. لذلك لا يفضل إجراء الطرد المركزى حتى لا تنخفض كميته. وتلقى زراعة 
بروتوبلاست حبوب اللقاح قبولا فاترا لقلة ما ينتجه من نباتات أحادية. 


000 
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الباب التاسع 
المركبات الأيضية الثانوية فى النيات 


أهمية المزكبات الثانوية 011165طماء72 'جتة010ع»5 


هى مركبات ثانوية 5اءناله»م-لا1 تنتج فى النبات أثناء تمثيل المركبات الأيضية 
الأساسية التى لها أهميتها لنمو وتطور النبات مثل البروتينات والكربوهيدرات والدهون 
وغيرها . ومعظم المركبات الثانوية قد لا يكون لها أهمية فى نمو النبات وتطوره. 
وهى مركبات بسيطة أو متعددة ومختلفة فى تركيبه! الكيميائى فمنها زيوت طيارة 
له عاثنهاه/ا وقلويدات 41!810105 وتربينات 600105م:16' وإسترويدات 5160105 
وأنثوسيانينات كمتهدلءمطامةى وأنثراكوينونات وعدمدادوهءطاهة وفلافونات -51202 
05 وجليكوزيدات 1065ومعئ!© وفينولات 5أومءطط ومركبات أليفاتية عنتقام ام 
ومركبات أخرى كثيرة. وهذه المركيات محدودة الانتشار بين الأنواع النباتية. فقد 
يحتوى نوع أو جنس نباتى دون غيره على مركب محدد أو عدة مركبات تكسيه صفة 
التميز على غيره من النباتات. وقد ينحصر تواجد هذه المركبات فى عضو أو نسيج 
معين دون غيره مثل الورقة والزعرة والثمرة والقلف والبذرة وغيرها. وقد يظير تركيزها 
فى مرحلة معينة من النمو. والمركبات الثانوية فى النبات لها أهمية كبيرة للإنسان 
فى المجالات الطبية والصناعية مثل صناعة الأدوية و20 ومكسيات الطعم 11005 
والعطور 365]ن]26 والصبغات 218706015 وغيرها. وهذه المركبات غالبا ثابتة التركيب 
لا تتغغير ويصعب بناؤها داخل المعمل. وأهميتها للنيات غير معروفة حتى الآن. وقد 
تكون بعض هذه المركبات سامة وحامية للنيات ضد أعدائه الحيوية. ويستخلص 
الإنسان هذه المركبات لمقاومة الآفات. وتستخدم زراعة الأنسجة لاستخلاص كثير 
من المنتجات الثانوية من الأنسجة أو الأعضاء النباتية المنتجة والخازنة لها مباشرة 


5نامزرعع 200 . وتزرع الخلايا معلقة فى بيئة سائلة فى مخمرات كبيرة لاكثارها .. 


نين 


وتستخلص المركبات الثانوية على نطاق تجارى مباشرة من البيئة السائلة وتسمى 
015 موومئذ خمسينات القرن العشرين حدث تطور كبير فى إنتاج المخمرات 
والعدات لاستخلاص ال منتجات الثانوية من المزارع المعملية بكفاءة عالية جدا. وتستخدم 
هذه الأجهزة قى استخلاص العديد من المنتجات الطبية مثل استخلاص حمض -ولط0© 
عأوععه؟ من تبات دناصمهمم/م582 والفينولات ع1اممعطط من نبات ,426 والسربنتين 


عمتاةعمء5 من نبات ددا مدهت والنيكوتين ع«تامء1!! من نبات وسدنامء/2. 


أ المجموعة الأول 


هى مجموعة من مكسيات الطعم موجودة بصورتها النهائية قى خلايا النيات 
015 ومنها: 


(أ) مكسيات طعم بسيطة 5:ده:13) ءواصصز5 

مركبات كيميائية ترتبط بها مجموعة واحدة صغيرة تكسبها صنة مميزة مكسبة للطعم 
مثل الكابسيسين 025316185 فى الفلفل اناءادمة0) ووامءع010 فى الزنجبيل معطاع مال 
ب- مكسيات طعم معقدة 2250025 عاعامسره 0 

مركيات مختلفة فى تركيبها ورتبتها الكيميائية. فقد تكون زيوتا عطرية طيارة أو 
مركبات ثابتة تنتشر فى ثمار الفاكهة والخضر. وتشترك المركيات الموجودة فى ثمرة 
معينة فى إظهار الطعم والرائحة المميز لها (1977 ,0©نه)5 هه/). 7 
- الجموعة الثانية 

مركبات كيميائية ليست مكسية للطعمء توجد فى خلايا النبات فى صورة 


بوأدىء 055هتنامء2ء تتحول إلى مركبات مكسية للطعم أثناء المضغ أو التقطيع مثل 


ا 


الثوم والبصل والكرنب حيث تتكون مركبات مكسبة للطعم نتيجة النشاط الإنزيمى 
على اليوادىء الموجودة فى خلايا الثمرة. ففى البصل مثلا توجد مركيات الإطا©-5 
ع10«مطدآنك عماع1أورره ]انزع 1 -ممم-كممها-5 ز أنوم20م-5 : مشتقة 12202]0065 من 
مركبات أخرى. وتعتير بوادىء رئيسية غير طيارة. وخلال تمزق الخلية تتعرض 
هذه البوادىء لنشاط إنريم 56ةطاناا4 الذى يؤدى إلى إنتاج بوادىء سلفوأكسيد 
55هناءع"م ع0:10لم1نا5» وهذه بدورها تتحلل إنزيميا لتكون حمض سلفينيك -إناه 
أ عتمعطم مع الأمونيا 68 ور ومركب 20150136 ويدخل حمض الس لفيئيك 
فى سلسلة من التفاعلات الكيميائية ينتج عذها مركبات عديدة متطايرة تحتوى على 
الكبريت ومكسبة للطعم. كذلك توجد منتجات ثانوية أخرى مكسبة للطعم مشتقة 
من مركبات داخل الخلية غير مكسية للطعم. ويمكن الحصول عليها أثتاء عملية 
التخمر 765260181109 أو عمليات أخرىء ومن أمثلة ذلك المركبات المكسسية لطعم 
الكاكاو 00655 والفانيليا 111مةل/ا التى تظهر أثناء معالجة 28ذ:نا0 الثمار والطعم 
المميز للبن 0186© الذى يظهر أثناء التحميص. 


نظم إنتاج المركبات الأيضية فى المعمل 

١-نظم‏ الخلايا غير المتحركة 5تمعا5ئز5 [اءعه 11211220111260 

وفيه تطمر الخلايا كااءه 8:0560064 أو تصيد الخلايا دااءه لءممصام8 فى مادة 
جيلاتينية !66 أو فوم 1ههه1» وتبقى ساكنة الحركة 280ذ1نطوسس! وهى فى بيئة 
غذائية سائلة. وعند وصول الخلايا إلى ما بعد مرحلة أو مرحلتين من مراحل الثبات 
عكقدام /50ةه513]1 تستخلص المركبات الثانوية منها. والهدف من هذا التظام هو 
إنتاج مستمر أو نصف مستمر للمركيات الثانوية طبيعيا واستخلاصها بسهولة. ومن 
أمثلة ذلك استخلاص مادة الشيكونين «أهومائط5 الحمراء تجاريا من نيات -11//:0 
ومعروزرم سارت 7 - حيث تزرع خلايا النيات فى مخمر كبير 105معصدةء1 
يحتوى على بيئة غذائية خاصة يزراعة وإكثار (0502أ20< «مأغهعدمم52) الخلايا 


إيحق 


بكمية كبيرة. ثم تنقل الخلايا إلى مخمر آخر يحتوى على بيئة جديدة تسمى بيئة 
إنتاج (10ناتلع12 مهنا :ل820). وثيبت نجاح هذه الطريقة فى إتتاج مادة الكابسيسين 
مأعتدومه0 من خلايا ثمار الفلفل كمععععانة! تمده /وم) » ومادة الانثراكوينون -لم 
3+ من تبات 7/5//2انت 22:08,ه8ء ومادة 21310105 عصده:1 من ثنبات 


الداتورا 9دممض! صن21لل. 


؟"- نظم التحولات البيولوجية 53/5]27 131011820510221241010 

استخدمت زراعة الأنسجة لإنتاج مركيات أيضية ثانوية فى الخمسينات 
من القرن العشرين. وتتميز هذه الطريقة بإنتاج مركيات تحت ظروف معملية 
منضبطة ومعقمة بنظام التحولات البيولوجية» حيث يضاف إلى البيئة الغذائية 
واحد أو أكثر من البوادئ الكيميائية» فيتم تحويله إلى منت جديد أكثر قيمة» 
ويستلزم لذلك توفير بعض الإنزيمات بجانب المكونات الأساسية البسيطة للبيئة 
الغذائية مثل الس كروز والعناصر الغذائية لتمثيل منتج أكثر تعقيدا. وقد يستلزم 
إضافة أو استيعاد أحد المجموعات الكيميائية من أحد المركيات من خلال 
عمليات حيوية مثل 5مهئ1أة1/ج:هعل/1! وهه21الزومعنا1 0 ودمأكةالزاعع4 وعطاعالة 
موناةالا ومن أمثلة ذلك : 

- استخلاص مركب 21510011 من خلايا نبات الديجيتاليس (107ع:20) 
7 8/1 المنزرعة فى بيئة سائلة. ثم تحويل مركب «018[0«*[1 إلى مركب 
5«هع:2 المستخدم فى علاج أمراض القلب. وتتم هذه العملية بإضافة مجموعة 
هيدروكسيل لذرة الكربون رقم ١7‏ وتسمى بعملية 13158ئ:1110:0. 

- إنتاج قلويدات 411810105 مثل مركسب 5600013:0106 بزراعة خلايا نياتات 
2 502 أ بل6 719 311105[ 17/05 . 

- إنتاج مركبات وطتصهلاء82150 من خلايا تباتات الجزر اقيق درع/ه/ 


كناعوه: كن طاتة :22112 . 


اننا 


- إنتاج مركب 01010065 1112أطى من تبات ورل0 1لا 140:06 

- إنتاج صبغه الشيكونين الحمراء تأدامعااة اتأعمعام 160 من نيات -رعترده/11 
وروع زمرو اتوت :111111 

- إنتاج مادة الكابسيسيتن 0205315 من خلايا ثمار القلقل -ععابم! «نءتوهةه) 
5 

- إنتاج مركب 211210103 حنوم110' من خلايا نبات الداتورا 7520212 12ل20/. 

- إنتاج مركب النيكوتين المستخدم كمبيد حشرئ من خلايا التبغ. 

- إنتاج الفائيليا ١/1110‏ من خلايا نبات الفاتيليا بدلا من استخلاصها مباشرة 
من الثمار. 


مواصفات الخلايا النباتية المستخدمة فى إنتاج مركبات ثانوية 


- نتميز بوجود تعيير جينى متجانس 5لان11010865 ثابت وراثيا يؤدى إلى إنتاج 
مرتفع. 

- تتميز الخلايا بسرعة النمو والانقسام والنضج لأن فى ذلك زيادة إنتاج المركيات 
الثانوية. 

- الخيرة المتميزة للياحث فى فصل وانتخاب الخلايا أو النسيج المنتج للمركيات 
الثانوية بدقة وتغيير اتجاه دورة التفاعل فى الوقت المناسب . 

- الخبرة المتميزة للباحث فى تحديد موعد جمع المركبات الأيضية الثانوية: 
حيث إئه مرتبط بمرحلة ما بعد الانقسام 25م مه01151-:205 أثناء دورة نمو 
الخلايا فى العمل. 


استخلاص بعض مكسبات الطعم فى المعمل 


مازالت المعلومات المتوفرة حتى الآن عن مسار التفاعلات الكيميائية التى 
تؤدى إلى بناء كثير من المركبات الثائوية فى النبات محدودة. وهذا مؤكد بالنسبة 


5 


مسار إنتداعلات الخاصة بالمركبات الوسطية التى تؤدى إلى تكوين مكسيات 
الطعمء خصوصا إذا كانت تذتج فى خلايا أو عضو نياتى محدد من خلال 
تتابعات لبناء حيوى معبر عنه وراثياء وهذأ العبيز الورائى مرتبط يفترة زمنية 
من السسنة أو مرتبط بمرحلة معينة من نمو التبات. لذلك فمن المهم استخدام 
وسائل الهندسة الوراثية لنقل الجينات يهدف زيادة إنقاج مركيات اقتصادية 
محددة وخفض أو منسع تكوين مركبات أخرى غير مرغوبة. ويجب أن تتميز 
الأجهزة الخاصة بزراعة الأنسجة بالكفاءة الذاتية لقياس سرعة تمو الخلايا 
والتحكم فى سرعتها وإنتاج مركبات مستيدفة. كما يجب أن تكون الأجهزة 
مزودة بوسائل إيقاف التمثيل البنائى فى الوقت المناسب وإجراء التجارب فى 
أية فترة من السنة وتحقق معدلا عاليا من الإنتاج. وتعتير هذه النوعية من النظم 
وسائل جيدة لاستخلاص الإنزيمات والتعرف على المسار الكامل لتمثيل بعضص 
المواد مثل مادة 106,ء5,ء5 الموجودة فى نبات 15:ء5616 ونيات 5لام00. وأجريت 
دراسات عديدة على أنواع مختلفة من مزارع الأنسجة النباتية والكالس ومعلق 
الخلايا ومزارع الخلايا غير المتحركة لإنتاج مركيات مكسيةه للطعم 0ه عممط) 
(1989 ,عل مداعدتآ. ومن أمثلة ذلك : 


-١‏ الكايسيسين 1012 52م02 


يستخرج الكابسيسين من ثمار الفلفل التايعة للنوع 5تردععمانة17 اترباءزكررة) ويعرف 
تجاريا بالشطة الأفريقى 165اأطء «ه881 وثمار النوع لم2 7ابلاءلومة) ويعرف 
تجاريا يفلفل تاباس كو 1808560. وتعرف هذه الشطة بأسماء تجارية أخرى مثل 
الشطة السودائى أو شطيطة أو فلفل أحمر. وتعتبر أمريكا الوسطى وأمريكا الجنوبية 
هى الموطن الأصلى لنبات الشسطة. وتزرع بنجاح فى الوطن العربى وخاصة السودان 
والثمار هى قرون صغسيرة خضراء اللون فى المرحلة الأولى من نموها ثم تتلون باللون 
الأحمر عند نضجهاء وطعمها حريف جدا. والثمار الناضجة الحمراء الجافة هى 
المستعملة طبيا. وتحتوى ثمار الشطة على قلويد الكايسيسسين 030531019 بنسبة 


الف 


/0٠ 5‏ وهى المادة الحزيفة الرئيسية فى ثمار الفلفل. وكان إنتاج مادة الكابسيسين 
مثنخفضا قيل تواجد المخمر الحيوى 810161216005 الذى كان سبيا فى ارتفاع 
نسبة الاستخلاص إلى١٠٠/.‏ وساعد على ذلك انتخاب سلالات من القلفل تتميز 
من حبيبات بولى يوريثان قوم هذه" دهاع عوط عمقنائعع براه لع 1داباعناعظ. وبإضافة 
مركب 204 وأمنه150- أحد اليوادىء 75065ناءء:2 المنتجة للكابسيسين مياشرة- إلى 
البيئة الغذائية السائلة تم الحصول: على مزيد من الإنتاج. وكان أعلى معدل إنتاج 
هوه,٠‏ ملليجرام مأولةومة0/ جرام مادة جافة/ يوم: كما زاد إنتاجية هذه المرارع 
باستخدام مراقد غير متحركة لخلايا القلفل مصنوعة من جسيمات قوم ورقية -512 
15م تنهه] لرمقاره 1 . 
؟- الفائيلين 12 اتتته/؟ 

تبات الفانيليا 2/طانوهام 2///هذآ معروفة بالفانيليا المكسيكى -21073هع1»:ه]/ا 
112 وهى من ئباتات المناطق الحارة. ويسمى فى المكسيك وجاميكا بالخروب 
العطصرق. وتزرع الفاتيليا للحصول على ثماره. وهى قرون رفيعة اسطوائية. طول 
القرن حوالى١؟‏ سم. القرون الخضراء يتحول لونها عند النضج إلى الأصفر» ويعد 
معالجتها 105,نان صناعيا تتحول إلى البنى القاتم. وتبدأ المعالجة يجمع القرون 
الخضراء مكتملة الثمو وقبل اكتمال نضجها. ثم تجفف لتتكون بها مادة الفانيلين. 
وتحتوى القرون الخضراء على مواد جلوكوزيدية أهمها جلوكوفانيلين -اتهة/امع ناا © 
5 المعرفة باسم أفينين «أعمء»ة وكحول اونامءاج هذا1نهة7هه11!. وأثناء المعالجة 
يتحلل الجلوكوفانيلين يفعل الإنزيمات إلى جلوكوز ومادة الفانيلين. ويتحلل -نا01 
عا اأمهلامء يفعل الإنزيمات إلى جلوكوز وكحول الفانيليك ه:[!تههلاء ويتحلل كحول 
الفائيليك بعد ذلك إلى مادة الفائيلين. 


حل 


ومعالجة قرون القانيئيا خطوة هامة لاكتمال تكوين مادة الفانيئين «ذاائحة/ فيها 
وإعدادها للتسويق. وتختلف طرق المعالجة باختلاف منطقة زراعة القانيليا. وتجرى 
المعالجة بإحدى الطرق الآتية: 

-١‏ تعرض الثمار للشمس حتى تجف» ثم تحفظ بعد تجفيفها بين طبقات من 
البطاطين الصوف» ثم تعرض للشمس عدة أيام حتى يتم معالجتها واكتمال لونها 
وتكوين مادة الفانيلين. 

؟- تعزض الثمار لغاز الإيثلين 1626/إط) فى حجزات خاضة لفترة رمنية 
معالجتها ا وتكوين مادة الفائيلين. 

+- تغمس القرون لعدة ثوان فى ماء مغلى؛ وتكرر  --1‏ مرات» ثم تجفف فى 
أقران ثم تحفظ بين طبقات من يطاطين صوف داخل حجرات حتى تتم المعالجة 
وتكوين مادة القانيليا. وهذه طريقة تعطى نتائج أفضل. 
استخلاص مادة الفانيلين 12 [اتمه/ا 

مادة القانيلين المكسبة للطعم هئ بللورات بيضاء لها رائحة وطعم قرون القانيليا 
الجافة. وتخلق هذه المادة فى خلايا القرن من بوادىء جلوكوزيدية عتلزومع/زا0© 
سانكم فى وجود إنزيم عكةلأومعتزاع -8 أثناء عملية المعالجة. وبالرغم من أن 
مركب الفانيئين هذ!آنهه/ا هو المكون الأساسى لمادة الفائيلياء إلا أن عملية التخمر 
تؤدى إلى إنتاج مركبات أخرى تتواجد بتركيزات مخقلفة وتتميز بتفوقها العالى فى 
طعم ورائحة القانيليا 2111لا الطبيعى نفسه. وقد أدخلت تحسينات في مزارع 
معلق خلايا نيات الفائيليا للحصول على أعلى إنتاجٍ لها وهو 88 ميكروجرام/ لتر/ 
يومء ويظير المركب المنتج فى معلق الخلايا فى صورة فينول حر أكثر من أن يكون 
ع510معلا61. كذلك أدخل تطور آخر حيث أضيف للبيئة الغذائية الخاصة بأنسجة 
نبات الفانيليا يادىء يسمى 260 ءتانمعء8 يشسجع إنتاج مادة الفانيلين. وأثيتت 
التجارب السابقة فى عدم تجمع مركبات فينولية مكسبة للطعم فى مزارع الخلايا 


"1 


المعلقة لنيات الغانيليا مالم تظهر مع مركب 011105288 الذى يعمل على تجمع حمض 
الفانيليك 204 أنانمد/ أكثر من الفانيلين «ناتههلا. وقد ثبت أن مركب عآآنمه )ه15 
4 هو البادىء لحمض الفاتيليك 2010 عنالأههلا. ونظرا لارتفاع سعر الفائيلين فقد 
أمكن تحضيرها من مصادر أخرى منها مادة كونيفرين هذ 1د0© الموجودة فى 
جذوع بعض أنواع أشجار الصنوبر. وتحضر أيضا من اللجنين «ذهوعا الموجود فى 
لب الخشب وهو ناتج ثانوى من صناعة الورق. كما يمكن تحضير مادة الفاتيلين من 


مادة إجينول !0«عولاظ وهى مادة فيئولية موجودة فى زيت القرئقل. 


- المواد المكسبة للطعم فى البصل والثوم 
يظهر الطعم اللميز للبصل والثوم نتيجة تأثير إنزيم الألينيز ؟كههاة!ا4 على 


يوادىء وسطية تاتجة من تحلل إتزيمى لمركب 006 «7مطماناة عماعاويك -الإطلة -5. 
ولذلك يستلزم وجود هذا المركب مع إنزيم الألينيز فى مزارع الخلايا للحصول 
على أفضل النتائج. ومن خلال مزارع الخلايا المعلقة للبصل أمكن تنخيط الخلايا 
بتغذيتها على بوادىء مكسبات الطعم وقى وجود إنزيم الأليتيز فى البيئة الغذائية. 
وثيت بالتجربة أن مركب ولأعاوتزن عنآ -(الإههئمير«وطيق -2) -5 لءااء6و1ت*! هو 
اليأدىء تركب عماعفاولزه نآ -الامع-1 -م0ىم كثنهن) -5>» والمركب الأخير هو يادىء 
أيضا. ومضمون هذه التجرية أن مسارات التفاعل المذكورة يتم التعبير عنها حتى 
فى الزراعات المعملية غير القادرة للوصول إلى الطعم النهائى المميز للبصل. وثبت 
أن المستويات المنخفضة (0, ٠‏ ملليجرام/ لتر) من منظم التمو صهرواء:5 فى البيئة 
الغذائية لثمو كالس البصل أدى إلى تنشضيط تراكم المركب -الاده-1 -م0رم كههن -5 
نا عرأعاولا» -.[ للوصول إلى مستوى /4٠‏ من التركيز الموجود فى البصل. 
وهذه المزروعات الخلوية لها القدرة على إنتاج مركبات مميزة لطعم اليصل لأن لها 
القدرة على تكوين كل البوادىء الأساسية نه (1988 .1ه اه ,عكاولا3). كذلك ثبت 
أن امستويات المنخفضة من منظم النمو «تهرواء21 فى البيئة الغذائية تنشط تكوين 


ولكن 


الجذور ونمو اليراعم الخاصة بالئموات الخضرية» بينما الممستويات المرتقعة من هذا 
الهرمون تؤدى إلى تكوين بادىء السلفوكسيد 507ناءعمم 51000106 بدون حدوث 
تكشفات لليراعم والجذور. وعلى ذلك فليس من الضرورى الربط بين العمليتين -601©) 
(1989 .اه صلل 


+ - زيت التعناع 011 655621121 3/104 


مزارع الكالس لخلايا النعناع ارام «[اودلا عادة منخفضة فى إنتاجيتها من 
زيت الفعتاع. وهو زيت ترتفع فيه نسبة كل من مادتى 6موعانا بمةعساكمط معلا 
بالئقارنة بنبات الأم الذى يحتوى على نسبة مرتقعة من الزيت الكلى الذى يسود 
فيه مادتا إمطتوء! زعوهط)مء84. كذلك ثبت وجود تربينات أحادية 5ومءمعاممه/( 
فى مزارع السلالات الخلوية 1905 ]ا0 للنعناع بينسب صغيرة ووحيدة ضمن مكونات 
الزيت الطيار بالإضافة إلى كميات شحيحة من مركيات عهوطلمعال! زامطنمعدهمع!ة 
.و أقاءععة الزطادعوومع2 ولا توجد خلايا تحتوى على أوطامعكلا. ويعزى عدم تجمع 
التريينات الأحادية فى خلايا النعناع إلى سرعة تحللها أكثر من بنائها فى الخلية لأنها 
مركبات سامه عأكاه؛ -0]/زا2 متجمعة ومعزولة خارج الخلايا فى مكان بين جدار الخلية 
وكيوتيكل الخلايا المفرزة للغدد الزيتية. وفى زراعة الأنسجة لايوجد فاصل فيزيقى بين 
يناء وتخرّين التربينات الأحادية ولا توجد وسائل تحمى التربينات من التحلل المباشر 
وهى فى بداية نش أتها. كما ثبت أن زراعة الخلايا على بيئة غذائية ثنائية المظهر 
15عاكلرد عكقدام 1790 مفيدة فى تشجيع تراكم التربينات من يعض الأنواع النباتية. وأن 
المركبات المحية للدهون 1112موم1.آ مثل الجليسريدات الثلاثية ومنها مركب أهلااق2/98 
مفيدة لادمصاص وتنظيم التربينات الأحادية المفروزة فى البيئة الغذائية للخلايا. ويمكن 
القول أن وجود مركبات الادمصاص غير القطبية كنمء6:ه2050 عقاوم -2]05 له أهميتها 
لتتيع تراكم التربينات الأحادية. وبالرغم من النجاح المحدود فى مزارع خَلايا كالس 
النعئاع غير المتكشفء إلا أن كالس نوع النعذاع 120716 14 ا متكشف أعطى نموات 
خضرية وأنتج كميات معئوية من التربينات الأحادية الطبيعية. 


"1 


6 - مكسبات طعم الفاكهة 12570115 ألنم”1 

توجد مركيات معقدة مكسبة لطعم الفاكهة أهمها مكسبات طععم الفراولة والموأئجم. 
ويستخدم مكسب طعم الفراولة على نطاق واسع فى الصناعات الغذائية. وحدث 
تطور محدود فى زراعة الأنسجة للحصول على طعم الفراولة سول لهة رقهه81) 
(1989 ,130065. ويشترك حوالى١٠٠‏ مركب فى إظهار طعم الفراولة منها إسترات 
5565 وكيتونات 06©5ماء؟! وكحولات 15هلوءاه وأحماض عضوية 26105 ءتصمع01 
ولاكتونات 5ه والفيورانات 50:805. ومكسيات طعم الجواقة من المركيات 
الهامة والمعقدة. وفى دراسة تحليلية لكالس ناتج من خلايا ثمار الجوافة استخدم 
فيها جهاز (00) لإتأصقوععه:ة تممه 005 تم التعرف إلى ١9‏ مركبا متطايرا من مه 
مركبا موجودة أصلا فى ثمار الجوافة. 


000 
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.348 .م ,111152015 ,5 3م0320 .8005 ,ر(ء5200115 .11 1 للد متكة .8 .2 لء) .1000 
5 :6 ناوطة ععباكأنت أأع0 عناذكل! غمواط جهن .م1 .1986 رممعءه1] - 

]0 عأنط كم لسة رععمتلامع2 51306085 ,متامعع كمتلععءط ,رمععقطه) 01 عالط لدم[ - 
301-303 :16 .لا أمظ ماع .1974 .قعاما5 وتأاسعلمعة زممامظ 

:6 رساوطة عتنا انان [آعن) عناد115 تصقاط عدهت كاه[ .1986 ,تطوت؟! 220 801[ - 
انان أأءعن 200 عناذذةآ” غمهاظ .أم] عمعظ ,طحصدمت .1980 ,مم0 346 300 1090] - 
.46 :61 51ع6اع بآ رعلا 

-15أكع؟ -تأ1010/6مع51 .1973 .هآ ,2/101600 310 .5 هلق ر13162001/1165 ,2 103115 - 
.9 :244 .5101 بزعا[ عمبكدل؟ .معع هاه 1010م52 06 عكتالنكء كننألدء مسرم ئاغمة[ط انلها 
:6 رساوطة عتنط[نن) أأعن) عناذذا1 1201م .00052 كم[ ,1986 .طكمع؟! 300 عع نوالا - 
149 

7 -29:495 .اأباظ .عه5 التطعر0 .دخ .1960 .0 .اع:815 - 

.733-740 :136 رع6 1132 ,11011 -2[21 .506 لمث .أرهن1]] ,لاع8 .1964 رأعرمل8 - 

.904 -803 :3 .عتنكانان) اآعن) عنذ115 غمداط .عدم0 55 .عمط ,1982 .21 © ترم0كل8 - 

. 15:473-7 .أمة! .أمتؤلتطط .1962 .1 رع51200 220 1١‏ رعو لأمدجه81 - 

:3) .مقطالا 01106 خم[ ."1 بعمعظ .1969 .11 0.2[ جاععاعنا! 300 .1 رعوتطكة:841 - 
.05 -902 :(6) 1205 ,.اء5 .1011 .ع50 مسعسةُ ١‏ .ع) .1161 -1155 

-31ة* مذ .1988 .© ,لتعطرع011 لسة .© ,ومفااءظ ر.ة .8 ,متااه0 .12 وععاكتة8 - 
-طتهن) .ووعع2 لالدلا عمقل تطصيدن) ”.وم عبطآنات صا دمكتاهطهاءك/1 بصدلممعء5 مصأ 1نامتم 
7 2 عامط 

-5) بلأءه غمداظ ]0 كأعءم5ة 21أمعطتد تلط لله لعنامهم نمآ ,1977 .© رطءع 81 - 
عل -1ء11118م5 .278 -268 .م ,(5ك8 [52[2 2200 اتتعماعظ]) ع كن انان مذهره 3210 عناد 
له .آة ركومءطاع10ه2]1 رستاععظ 

-[ه5 .72125قع 01162م 7نه5 5غمة1 1010م22 .1969 © ,تع 115ل لم2 2 .ل راعئزلة - 
.7 -85 :163 عمرء 


وفف 


اا ؤه عه" بأمع2 (نيوهامتوبزط) لإتهاه8 .56 .3/1 .8.2001 .81 ب ,8 متطامكة - 
املاع ,020 لمانا وتصقط5 للم رمه 1كدء1]:011 ممه ععمع1ء5 ركالةق :10 

1/132 تختاءعع عل120 .كتصهاط تعطواط كه 5ع اناا [ناء مألا 15 .1997 ,30 هآ .1 بعللرعلط - 
.تك و1 أطناظ 11متازا؟8 5نلملا 

.ل .ط2 .املزعةا دا تتنقمهط 5رتاءع3112 دعقلمالا مه 5ع زلي55 .1994 .5 .هق ب1ز530 - 
0310© ,ااانا كتةط5 ملم عامعة .عد ,ناوه [متطملن ]1لا .علوم كه امف ,كتوعط1 
2 

أةعا عط هآ 0* 01 مم معام ره كاعه811 .1 .(1977) .34 :1 .54 امقطهعهطة5 - 

7 -49 .مم ,(1) 20 عأهةا .ل .امبرو 

تمأءالا م1 0 01 23116235 102أهع0 كمه .1980 .211 :30.1 بأمدطتتوط5 - 
«كأءلاه[ و00 2! عععطا نزط لع101626 ما ك3 ركع )ةا تسادكة ر00*! مره وماداعة ,كاهدام 
.8 -89 .رم ,(2) 801.23 .ل أمبووع 

01 1731109معممه 002 أن أعع ]1ط .(19812) .14 1 .2/1 بطأمدطه552 - 
.أماكرطة .ل أمباوط أمماط 1868 تاعالا صا ممطعمء 2010 04 2161م مملأسطئذلل لقم 
-169 .وم (2) 8 

1*0 6ه لتعناهم سماغناط أ دزل مه كاعه 8 .11 .(19816) .304 1 .14 بذمهطوعدزاد - 
.5 -177 .مم ,(2) 8 اماذلاطع .ل املاع مهاد[ أساذدكة 

-120134100 كلأأععاء5 05! كعنانوأماءء) معاتيا لص .1997 .24 .1 .1 رطأكةطمئةط5 - 
الاعم!] /مخفط .مده مهمه لقال إسصده: كوه عدع2ال3 10 100م203 كأمقاناتم لععن0ه1ا 
.5 -55 :85 .1006 ,1997 ,ألا 

عكآلات 01 عكنا ع1 .1972 ,.ظ .11 بعت اسوك لمة .5 1 مامه 8 كلا ,مرقطذ - 
-357 :104 وكمقاط .مأقجره) صا كعممك لأهأمقط 1ه امعحممم]هلع0 عط مز عرنللتهت 
510105162 عط1 .11 .80 .أمز8 .وباط .500 .ممرياك .1975 بعالألة 0م ع0ماد - 
-118 :م ر5قعع32أكطتاك بااطمعع 01 00 11اعج 

.7 -35:782 .]80 .ل .تخ .1948 ,أنا15” لمة 51005 - 

01 003821105م 0نازلا حم .1986 .© .0 1 ,عل ماعل مهلا ممه .ل الاقم مولا - 
-اتتمط 106 تأعاذلز5 ممأعنالمء2 غموا 3 كه عتنااناء عناذذا1 :م1 .وممعه طأناط عع بحس 
.13 .1) .كممكه أوناانء 

لقأادعن ,.صلط تاك .1000 صا لتتاممحمىك علقداولا“ صا .1977 .5 ,رمع1أهد5 مثا - 
-05ضةطهء لاع رأكاع2 .لأعتهعوع 1 لم00 350 ومملأتطنال؟ 107 عابكلأكما 


نيف 


01 0070م ع1 .1973 :8 .]10 رمعاط0 لطع ,.5 .0 ,ركصقكا رمناك رلا 7 رومةك/لا - 
.1لا آماكت 21162 150111 122لاناطقة اتالاعاكم3ء 320 عأهع 111 1ه كاه []صدام معلامم عط 
-147 :16 .زط اعم 

0 ع0 1لقأكاوت] كنضالا 350 005طاع2 كمتلعع:8 . [198 .11 يوتقعطنلا لمة .© ,أعجدعلةا - 
.240 -333 :59 بأعمعء© .أموخ3 سمعط1 رعستطانت ععطامة 12لا مأقامم 

.0 -585 :9 .أهاولاطط أسواط .19348 ,علطلا - 

ممم 224 رؤلاعه أخمها 3020 لدتسطتصة 1ه ممت آنه ع1 .1963 8 2 عالطا - 
18.7 رؤوع21 

0 ال اللطان رلا 1١‏ مالآ :1 .5 رعمة/لآ رلا “1 رلا .ن) ,نل ,0 ,11510 ,.© .كل روثلا - 
لإا 121560 مم21 01 “تقلالا[ناكء بتاع عط 1ه /إل ند ذل 1976 .© ,هناك 20ة .0 .0 ,كوللا 
.242 -227 :19 بمقعلها5 .آع5 .لمطاعم عسمتلععءط لأمامهط 

عزمطط 01 كأوعمع3501:08 300 عتلنالناء ععطامةق .1980 لا .11 عمدلا 200 .0 ,لم210 - 

7 :7.لل5 مأعدع© هاعة .ا عنقسو انالا تنعل 


لالاقا 


نيف 


